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RESUMO 
xxvii 
Este estudo teve como objetivos analisar a resposta imune celular de lactentes saudáveis à 
vacina de Bacillus Calmette-Guérin (BCG), vacinados ao nascer com BCG e Hepatite B 
combinada ou separada e compará-la à de lactentes expostos ao Vírus da Imunodeficiência 
Humana (HIV) e não infectados.  
Nos lactentes sadios, a proliferação de linfócitos T frente a BCG, medida por citometria de 
fluxo, foi semelhante nos grupos que receberam a vacina combinada e separada e a 
subpopulação que mais expandiu nos ensaios in vitro foi a TCR γδ+. As concentrações de 
IL-10, IL-12, IFN-γ e TNF-α nas culturas estimuladas com BCG, determinadas por ELISA, 
não diferiram entre os grupos, sugerindo que a vacinação combinada de BCG e Hepatite B 
promoveu resposta celular semelhante à separada.  
Os lactentes expostos ao HIV foram recrutados no Ambulatório de Pediatria da UNICAMP. 
A proliferação de linfócitos T específica para BCG foi reduzida em relação a lactentes sem 
exposição e apenas nos expostos com idades entre 18,1 e 23,4 meses as porcentagens de 
blastos CD4+, CD8+ e TCR γδ+ foram semelhantes aos controles.  
A concentração de IFN-γ estimulada por BCG em cultura foi mais baixa nos expostos entre 
6,7 a 8,8 meses, em relação às outras faixas etárias e aos controles. IL-10 e TNF-α não 
foram diferentes entre os lactentes com e sem exposição ao HIV.  
A deficiência da resposta imune celular específica para BCG observada nos lactentes 
expostos ao HIV sugere um atraso na maturação do sistema imune, fazendo-se necessário 
um seguimento prospectivo para definir se esta alteração é ou não transitória. 
Palavras-chave: HIV, lactente, BCG, resposta imune celular. 
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ABSTRACT 
 
xxxi 
The objectives of this study were to evaluate cell-mediated immune response to Bacillus 
Calmette-Guérin (BCG) vaccination in infants vaccinated with combined or separated BCG 
and Hepatitis B and to compare with BCG-specific response from uninfected infants with 
vertical exposure to Human Immunodeficiency Virus-1 (HIV-1). 
BCG-specific proliferation by flow cytometry and IL-10, IL-12, IFN-γ and TNF-α 
concentrations by ELISA were similar in PBMC from infants vaccinated with combined or 
separated BCG and Hepatitis B. There was CD4+, CD8+ and remarkable γδ+ T cell 
proliferation in BCG-stimulated cultures. The results suggested that the combined BCG and 
Hepatitis B vaccine was as immunogenic as BCG vaccine inoculated alone. 
Exposed HIV-uninfected infants were recruited at Pediatrics Out-Patients Unit of Hospital 
das Clínicas in UNICAMP and separated into three groups: E1 (aged 6.7-8.8 months), E2 
(aged 9.1-17.1) and E3 (aged 18.1-23.4). Unexposed infants (UE, aged 7.0-8.7 months) and 
E1 matched for age. Proliferation in cell cultures with BCG was significantly reduced in all 
exposed groups in comparison to UE. Only BCG-stimulated cultures from E3 were similar 
to UE in relation to CD4+, CD8+ and γδ+ T cell subsets. TNF-α and IL-10 production was 
not different in BCG-stimulated cultures of unexposed and exposed infants from all groups 
and there were lower IFN-γ concentration in the samples from E1 in comparison to all of 
the other groups. The results demonstrated a delay in immune system development of  
HIV-exposed infants. 
Keywords: HIV, infant, BCG, cellular immune response. 
Abstract 
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1- INTRODUÇÃO 
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1.1- AIDS e HIV 
A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), causada por retrovírus da 
família Lentiviridae, os Vírus da Imunodeficiência Humana (Human Immunodeficiency 
Virus, HIV-1 e HIV-2), foi reconhecida primeiramente em 1981, nos Estados Unidos 
(MASUR et al. 1985, PETERMAN et al. 1985) e o primeiro caso no Brasil surgiu em São 
Paulo em 1980, mas só foi diagnosticado em 1982 (CASTILHO E CHEQUER 1997). 
A transmissão do HIV na população humana dá-se usualmente através de 
relações sexuais, compartilhamento de agulhas, transfusões de sangue e hemoderivados e 
acidentes de trabalho em centros de saúde. No entanto, desde o registro de crianças com 
AIDS em 1983, a transmissão vertical do HIV vem se destacando. O HIV pode ser 
transmitido à criança durante a gestação, no momento do parto ou no aleitamento e, desde a 
última década, a transmissão perinatal tem recebido grande atenção por parte dos 
pesquisadores, devido ao aumento dos casos de infecção de mulheres em idade fértil, 
especialmente as de escolaridade inferior a oito anos (JOSHI 1996, CASTILHO & 
CHEQUER 1997, MINISTÉRIO DA SAÚDE 2005). A partir de 1995, o uso de drogas 
antirretrovirais (ARV), em especial HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy), pelas 
mães infectadas em países industrializados provocou a queda na incidência de transmissão 
vertical nos recém-nascidos (KOURTIS 2002).  
Carga viral materna elevada no momento do parto e ser pequeno para a idade 
gestacional foram associados à infecção intra-útero e intraparto, sendo que a transmissão 
intra-útero também foi associada com baixo peso ao nascer e a intraparto com baixa 
concentração materna de células CD4+ e Natural Killers e duração da ruptura de 
membranas maior que 4 horas (KUHN et al. 1997, MOCK et al. 1999, MAGDER et al. 
2005). LAMBERT e colegas (2005) encontraram associação entre transmissão vertical do 
HIV e os marcadores linfocitários maternos CD3+CD8+ e CD8+CD38+, após corrigir os 
valores para a carga viral materna, sendo que um aumento no percentual destas células leva 
ao aumento no risco da criança ser infectada. Prematuridade também é um evento comum 
em filhos de mulheres infectadas por HIV (THORNE & NEWELL 2000). 
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O screening durante o pré-natal, a redução da carga materna viral pela 
administração de ARV à gestante, a cesárea eletiva e a alimentação com leite artificial 
reduziram a transmissão perinatal do HIV (HAWKINS et al. 2005). O estudo Pediatric 
AIDS Clinical Trials Group Protocol 076 (PACTG 076) e outros recomendam a 
administração de zidovudina (ZVD) à mãe a partir da 14a semana de gestação, durante o 
parto e ao recém-nascido, o que reduziu significativamente o risco de transmissão vertical 
de HIV (CONNOR et al. 1994, SPERLING et al. 1996, MUSOKE & MIIRO 2000, 
ROBINSON & LEE 2000). 
No Brasil, as intervenções para prevenção da transmissão perinatal foram 
introduzidas em 1996 (VERMELHO et al. 1999). Estimativas mostravam que a taxa de 
transmissão vertical do HIV estava entre 13 e 20% em 1999 (MUSSI-PINHATA & 
YAMAMOTO 1999), chegando a 3,7% em 2002 na região sudeste  
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA & MINISTÉRIO DA SAÚDE 2003). 
Um dos principais efeitos colaterais da ZVD demonstrada in vitro é sua 
mielotoxicidade (SHAH et al. 1996) e vários ARV reduziram a proliferação de linfócitos 
(SETZER et al 2005A, SETZER et al. 2005B). Recém-nascidos sob profilaxia de ZDV 
apresentaram significativa redução da concentração de hemoglobina (CONNOR et al. 
1994) e das contagens de neutrófilos, plaquetas e linfócitos (LE CHENADEC et al. 2003), 
além de hiperlactatemia e disfunção mitocondrial (ALIMENTI et al. 2003, BARRET et al. 
2003, POIRIER et al. 2003, NOGUERA et al. 2004). Contudo, estas crianças apresentavam 
peso, altura e perímetro cefálico até 208 semanas de vida semelhante aos lactentes expostos 
que receberam placebo (CULNANE et al. 1999).  
Sulfametoxazol-Trimetoprima (SMX-TMP) para profilaxia de pneumonia por 
Pneumocystis jiroveci é recomendada a partir da sexta semana de vida e mantida até a 
definição do estado de infecção da criança (MINISTÉRIO DA SAÚDE 2006A). Os eventos 
adversos de SMX-TMP incluem a acentuação da anemia provocada por ZDV, entre outros 
(FISCHL et al. 1988, KRIST& CRAWFORD-FAUCHER 2002). 
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No Brasil, o diagnóstico de AIDS em crianças abaixo de 18 meses se dá pela 
determinação da carga de RNA ou DNA viral em amostras obtidas com intervalo mínimo 
de um mês, sendo que duas cargas virais positivas indicam infecção e duas negativas, 
provável não infecção. Nas crianças acima de 18 meses, duas sorologias em ELISA 
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para anticorpos anti-HIV podem definir se há ou 
não infecção (MINISTÉRIO DA SAÚDE 2006A). 
Nas crianças infectadas, a progressão da doença é rápida, podendo apresentar 
infecções bacterianas recorrentes e doenças oportunistas graves e freqüentes  
(SALOOJEE & VIOLARI 2001). AIDS infantil segue diferentes cursos: há os progressores 
rápidos (10 a 15% das crianças), cujos sintomas surgem nos dois primeiros anos de vida; 
progressores intermediários (50 a 70%), com sintomas iniciais leves nos primeiros 5 anos; e 
lentos (10 a 15%), os quais são livres de manifestações até 8 anos  (BLANCHE et al. 1990, 
BARNHART et al. 1996). A primeira classificação de AIDS pediátrica foi publicada em 
1987 e a utilizada atualmente surgiu de um consenso em 1994, a qual inclui três categorias 
clínicas e três imunológicas (CENTERS FOR DISEASES CONTROL AND 
PREVENTION 1987, CENTERS FOR DISEASES CONTROL AND  
PREVENTION 1994). 
O início dos sintomas de AIDS e a morte já foram correlacionados às contagens 
de linfócitos CD4+ após seis meses de idade (BAMJI et al. 1996). Lactentes infectados  
apresentaram uma queda mais acentuada dos valores percentuais e absolutos de CD4+ e 
aumento significativo da subpopulação CD8+, inclusive CD8+CD45RO+ e 
CD8+CD38+HLADR+ em relação a expostos não infectados (GALLAGHER et al. 1997). 
Nos maiores de dois anos de idade, houve maior porcentagem de células 
CD4+CD38+HLADR+, aumento da expressão de CD8+CD38+HLADR+ e redução de 
CD8+CD45RA+ em relação a controles não infectados (PLAEGER-MARSHALL et al. 
1994). Crianças infectadas e expostas não infectadas apresentaram diferenças significativas 
nas porcentagens de linfócitos CD3+CD4+, CD4+CD45RA+, CD3+CD8+ e 
CD8+CD45RO+HLADR+ (LAMBERT et al. 2005). Estes estudos mostram que existem 
alterações significativas nas porcentagens de células naive, ativadas e de memória já nos 
primeiros meses de vida. 
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Estudos mostram também que a infecção pelo HIV na criança compromete o 
timo e conseqüentemente o desenvolvimento da imunidade a antígenos T dependentes 
(JOSHI et al. 1990, CORREIA & MUÑOZ-FERNÁNDES 2002). O número de células 
apresentadoras de antígeno, linfócitos B e T e a produção de citocinas estão alterados. A 
proliferação de células B frente a estímulos por CD40 também está reduzida (OBARO et 
al. 2004).  
Em crianças expostas e não infectadas pelo HIV há redução do número absoluto 
de linfócitos T CD4+, T CD8+ ativadas e de células de memória e redução do número de 
células naive (GESNER et al. 1994, CLERICI et al. 2000). Os estudos  se concentram no 
crescimento e desenvolvimento (BLANCHE et al. 1989, CULNANE et al. 1999, NEWELL 
et al. 2003), nas alterações hematológicas (CONNOR et al. 1994, LE CHENADEC et al. 
2003), nas subpopulações T (BLANCHE et al. 1989, GESNER et al. 1994, GRAY et al. 
2003) e concentração de imunoglobulinas (BLANCHE et al. 1989). No entanto, estudos 
quanto à resposta imune específica destas crianças são raros. 
A Organização Mundial de Saúde (OMS ou WHO) recomenda a vacinação dos 
recém nascidos expostos ao HIV (MOSS et al. 2003). No entanto, deve-se considerar que a 
transferência materna de IgG anti-HIV em altas concentrações, o não aleitamento materno, 
uso profilático de drogas mielotóxicas como SMX-TMP e ZDV, as baixas condições de 
vida das famílias, associados à imaturidade do sistema imunológico da criança, constituem 
fatores de interferência da resposta imune durante o primeiro ano de vida.  
A comparação da resposta imune específica entre infectados e expostos não 
infectados revela melhor resposta ao toxóide diftérico BORKOWSKY e colegas (1992), à 
vacina de hepatite B (WATANAVEERADEJ et al. 2002) e à rubéola entre as crianças não 
infectadas (LIMA et al. 2004). Em 1992, BORKOWSKY e colegas observaram que a 
resposta proliferativa a Candida e ao toxóide diftérico foi similar nos dois grupos no 
primeiro ano de vida e, no segundo ano, havia um menor número de crianças infectadas 
com resposta ao toxóide diftérico. Um aspecto relevante foi a falta ou a perda de resposta 
aos antígenos pesquisados observada em alguns expostos sem infecção. Crianças expostas 
sem infecção com contagem de células T CD4+ persistentemente baixas apresentaram uma 
resposta pobre a Candida, ao toxóide diftérico e ao tetânico (GESNER et al. 1994). 
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1.2- Tuberculose e BCG 
A tuberculose (TB) é uma doença infecto-contagiosa que acomete 
principalmente os pulmões e é transmitida principalmente pela inalação do agente 
etiológico, o bacilo aeróbio Mycobacterium tuberculosis. A incidência de TB aumenta 
diariamente especialmente pelo crescente número de pacientes imunocomprometidos 
(pacientes com AIDS, transplantados, em terapia para câncer, etc) e pelo surgimento de 
bacilos multiresistentes às drogas rotineiramente utilizadas (WHO 2006A). De acordo com 
a OMS, aproximadamente um terço da população mundial está infectada pelo bacilo, sendo 
que diariamente morrem aproximadamente cinco mil pessoas por TB (WHO 2006A). No 
Brasil, a incidência de TB estimada em 2004 era de 77 casos a cada 100 mil indivíduos, 
totalizando mais de 180 mil pessoas infectadas (WHO 2006B). 
Em geral, a infecção por TB é subclínica, especialmente quando a carga bacilar 
é pequena. A progressão à doença aguda primária, à reinfecção ou à reativação após 
infecção primária depende de fatores relacionados ao sistema imunológico do indivíduo e à 
virulência a alta carga bacilar do patógeno. A OMS estima que 10% das pessoas infectadas 
com TB apresentem a doença ativa durante a vida (WHO 2006A).  
Como M. tuberculosis é um patógeno intracelular que infecta células da 
linhagem monocítica, a resposta imune celular é tida como a mais importante em uma 
infecção por TB. Monócitos infectados e células dendríticas agem como células 
apresentadoras de antígeno para linfócitos T (ORME et al. 1993, STEWART et al. 2003). 
Células T CD4+ do tipo helper 1 (Th1), através da produção de Interferon-γ (IFN-γ), ativam 
macrófagos, promovendo a inibição do crescimento micobacteriano (ORME et al. 1993). 
Há a formação de um granuloma, composto de uma região central com macrófagos 
infectados, contidos por linfócitos T, macrófagos ativos e células gigantes, envoltas por 
uma cápsula fibrótica (STEWART et al. 2003). A resposta citolítica também está relaciona 
à proteção (SMITH et al. 1999, SMITH et al. 2000) e, recentemente, trabalhos citam o 
envolvimento de células TCR γδ+ em modelos experimentais e em ensaios in vitro com 
células do sangue periférico de humanos (HOFT et al. 1998, LEE et al. 2004, OLIN et al. 
2005, DERRICK et al. 2007). 
Introdução 
41
Introdução 
42
A única vacina disponível para a prevenção de doenças relacionadas à 
tuberculose é a vacina de Bacillus Calmette-Guérin (BCG), obtida com a atenuação de uma 
estirpe de Mycobacterium bovis (CHUNG & BIGGERS 2001). A vacinação de BCG é 
recomendada no Brasil de modo universal ao nascimento (MINISTÉRIO DA SAÚDE 
2006B), mas merece algumas considerações. Há relatos de disseminação do bacilo ou 
linfoadenite em infectados por HIV (MOSS et al. 2003) e de que há menor prevalência de 
teste tuberculínico positivo e cicatriz vacinal entre crianças expostas não infectadas em 
relação a controles não expostos ao HIV (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND 
PREVENTION 1991, OTA et al. 1999), sugerindo uma reavaliação desta recomendação.  
Apesar do extenso uso de BCG, sua eficácia é questionável. Existem trabalhos 
que sugerem que ela confere proteção para formas infantis da infecção por Mycobacterium 
tuberculosis, como a TB miliar e a forma meningítica (VAN DEN BOSE et al. 2004). Uma 
metanálise mostrou que a proteção em crianças conferida pela vacina é de 50% em média e 
sua duração é de 10 anos (COLDITZ et al. 1995). A compreensão dos mecanismos de 
resposta à BCG possibilitará o desenvolvimento de vacinas mais imunogênicas para 
tuberculose. Além disso, em filhos de mães infectadas pelo HIV há a necessidade de 
melhor compreensão da resposta imunológica para esta vacina. 
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3.1- Populações estudadas 
3.1.1- População I: crianças sem exposição vertical ao HIV 
O estudo foi analítico de corte transversal, conduzido em nascidos entre 19 de 
março e oito de junho de 2004, recrutados na Maternidade de Campinas, Campinas, no 
Estado de São Paulo, Brasil. No cálculo do tamanho da amostra, acrescentou-se 20% 
prevendo possíveis perdas de seguimento. Foram adotados procedimentos de aleatoriedade 
e mascaramento para garantir que apenas os vacinadores e o responsável pela distribuição 
dos grupos tivessem acesso à informação sobre qual vacina e modo de aplicação seria 
utilizado. 
Os critérios de inclusão, a princípio, foram ter nascido e residir na cidade de 
Campinas e a aceitação dos responsáveis mediante leitura da Carta de Consentimento Livre 
e Esclarecido e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  
(ambos em anexo) no momento de adesão ao estudo. 
Os critérios de exclusão para os recém-nascidos foram: 
- mãe portadora do antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg); 
- mãe portadora de sorologia positiva para HIV ou sífilis; 
- mãe portadora de tuberculose pulmonar ou que compartilhava o domicílio 
com pessoas com tuberculose; 
- mãe com idade inferior a 18 anos; 
- recém-nascido prematuro, portador de malformação congênita, doença 
genética ou condição clínica grave; 
- nascimento com intercorrências; 
- recém-nascido submetido à administração de imunoglobulina intravenosa ou 
transfusão até a data da vacinação; 
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- recém-nascido com Apgar menor que 7 no primeiro minuto, Apgar menor que 
8 no quinto minuto de vida; 
- recém-nascido prematuro com peso de nascimento igual ou inferior a 2,5Kg 
ou com idade gestacional igual ou menor que 37 semanas. 
As informações sobre exames de sorologia das mães foram obtidas nos cartões 
de pré-natal. 
Os pais dos recém-nascidos eleitos passaram por entrevista, na qual foram 
explicados os objetivos da pesquisa e anotados detalhadamente o endereço residencial com 
pontos de referência, telefone residencial, endereço e telefone comerciais dos responsáveis, 
além de um endereço alternativo, para evitar as perdas por mudança de endereço. 
 
3.1.2- População II: crianças com exposição vertical ao HIV e não infectados 
O estudo transversal foi conduzido em recém-nascidos filhos de mães 
soropositivas para o HIV-1, recrutados no Ambulatório de Imunodeficiência Secundária na 
Pediatria do Hospital das Clínicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP), localizada na cidade de Campinas, no estado de São Paulo, Brasil. O 
acompanhamento dos bebês ocorreu no próprio Ambulatório de Pediatria da UNICAMP. 
Recém-nascidos de mães soropositivas para HIV encaminhados para 
Ambulatório de Imunodeficiência Secundária cujos responsáveis aceitaram a participação 
na pesquisa mediante a leitura da Carta de Consentimento Livre e Esclarecido e assinatura 
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ambos em anexo) foram, a princípio, 
elegíveis à participação no estudo. Os critérios de exclusão para os recém-nascidos foram: 
- mãe com idade inferior a 18 anos; 
- recém-nascido portador de malformação congênita, doença genética ou 
condição clínica grave; 
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- recém-nascido submetido à administração de imunoglobulina intravenosa ou 
transfusão; 
- recém-nascido exposto ao HIV na gestação que apresentou diagnóstico de 
infecção ao HIV. 
Os responsáveis pelos recém-nascidos elegíveis passaram por entrevista, na 
qual foram explicados os objetivos e procedimentos referentes à pesquisa, anotados 
detalhadamente o endereço residencial, telefone residencial, registro hospitalar, 
informações do prontuário (exames de hemograma, carga viral, sorologias, etc). Após 
consentimento, as crianças foram acompanhadas no Ambulatório e os ensaios foram feitos 
a partir do 7º mês de vida. 
 
3.2- Vacinação 
3.2.1- Crianças sem exposição vertical ao HIV 
Os recém-nascidos não expostos ao HIV foram divididos por sorteio em dois 
grupos. O primeiro grupo recebeu por via intradérmica a vacina combinada de Hepatite B 
(antígeno de superfície do vírus da Hepatite B, HBsAg, na concentração de 10ug/dose) e 
BCG (suspensão de 0,1mg de BCG cepa Moreau Rio de Janeiro e glutamato de sodio 
1,1mg em NaCl 0,85%), com volume total de 0,1mL/dose, no momento da adesão ao 
estudo. Os recém-nascidos do outro grupo foram imunizados no primeiro dia de vida com a 
vacina de Hepatite B BUTANG® por via intramuscular (10μg de HbsAg, 0,625mg de 
hidróxido de alumínio e 0,05mg de timerosal, volume total de 0,5mL) e BCG  
(suspensão de 0,1mg de BCG cepa Moreau e glutamato de sodio 1,1mg em NaCl 0,85%, 
com volume total de 0,1mL/dose), aplicada por via intradérmica. A vacina de BCG foi 
aplicada em dose única. A segunda e terceira doses de hepatite B (concentração de 10µg 
por dose, VM) foram aplicadas um e seis meses após a primeira dose em todas as crianças, 
em visitas domiciliares. 
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Todas as vacinas foram fabricadas pelo Instituto Butantan, São Paulo. A vacina 
combinada de BCG e Hepatite B foi disponibilizada na forma liofilizada e estocada em 
frascos de vidro âmbar com 20 doses cada. A vacina de BCG estava disponível na forma 
liofilizada e estocada em frascos de vidro âmbar com 10 doses cada. A vacina de Hepatite 
B estava disponível na forma líquida, estocada em frascos de vidro transparente, com 10 
doses cada. 
 
3.2.2- Crianças com exposição vertical ao HIV e não infectadas 
As crianças foram vacinadas com uma dose de BCG Moreau Rio de Janeiro (na 
concentração de 0,1mg por dose, por via intradérmica) no primeiro mês de vida, em 
Unidades Básicas de Saúde (Minstério da Saúde 2006B). 
 
3.3- Aspectos éticos 
O projeto inicial desta dissertação foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, segundo protocolo 135/2002 
(em anexo). Todos os procedimentos obedeceram às recomendações para pesquisas 
biomédicas envolvendo seres humanos propostas pela Resolução no 196 de 10 de outubro 
de 1996 do Conselho Nacional de Saúde. 
 
3.4- Coleta de sangue 
Após o 7° mês de vida das crianças, foram coletados 11 mL de sangue venoso 
periférico em tubos adequados para os procedimentos abaixo descritos. As coletas das 
crianças sem exposição ao HIV foram realizadas em suas residências, enquanto que as 
coletas das crianças expostas foram realizadas na Seção de Coleta da Patologia Clínica do 
HC da UNICAMP. 
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3.5- Proliferação linfocitária 
O ensaio de proliferação foi realizado a partir de 8 mL de sangue total 
periférico coletado em tubo heparinizado (Vacuette, Brasil), modificado do protocolo de 
Gaines et al. (1996). A fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 7,5 μg/mL  
(Sigma, EUA), foi utilizada como controle positivo; o meio de cultura completo  
(meio RPMI 1640 (Sigma, EUA), acrescido de 1% de glutamina (Sigma, EUA), 0,1% de 
gentamicina e 10% de soro AB humano (Sigma) inativado como controle negativo. A 
vacina de BCG Moreau Rio de Janeiro liofilizada, após reconstituída com meio RPMI 
1640, foi usada na concentração ótima de 5 x 105 UFC/mL. 
As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram isoladas através 
da centrifugação com um gradiente de densidade, Ficoll-Hypaque 17-1440-02  
(Amersham Biosciences, EUA), por 20 minutos a 1800rpm, com posterior lavagem e 
ressuspensão em meio de cultura completo RPMI.  
As células foram cultivadas na concentração de 1 x 106 células/mL em placas 
de poliestireno de 96 poços com fundo arredondado (Nunc, Dinamarca) em incubadora 
(CH-33M, Hitachi, Japão) a 37°C, com atmosfera de 5% de CO2 durante seis dias.  
Após a colheita da cultura, foi realizada a marcação fenotípica dos linfócitos. 
As células foram coletadas e incubadas com 50uL de ácido etilenodiamino tetra-acético 
(EDTA) 20mM por 15 minutos, para desfazer possíveis agregados celulares. Em seguida, 
foram lavadas com tampão de lavagem (salina tamponada com fosfato (PBS), acrescida de 
1% de soro bovino fetal inativado pelo calor (Sigma, EUA) e 0,1% de azida sódica), a 
2200rpm à temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido em PBS e incubado por 5 
minutos com 20uL de Imunoglobulina Humana para bloquear os sítios Fc, seguido de 
incubação com anticorpos anti-CD3 (conjugado ao fluorocromo cooperativo ficoeritrina -
PC5), anti-CD4 (conjugado a ficoeritrina - RD1), anti-CD8 (conjugado a isotiocianato de 
fluoresceína - FITC) (Beckman Coulter, EUA) e anti-CD3-FITC (Caltag Laboratories, 
EUA) e anti-TCR pan γδ (conjugado a ficoeritrina - PE) (Immunotech, Beckman Coulter, 
France). Após centrifugação com tampão de lavagem a 2200rpm à temperatura ambiente, 
foi efetuada a leitura no citômetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA). 
Foram utilizados isotipos controle para estabelecer as populações positivas (Beckman 
Coulter, EUA). 
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A leitura das amostras foi realizada com aquisição de 30.000 a 50.000 eventos. 
Os resultados obtidos foram armazenados em arquivos FCS II e posteriormente analisados 
com o auxílio do programa computacional EXPO (EUA). Após estabelecer o gate de 
células CD3+, linfócitos pequenos (resting lymphocytes) e blásticos foram identificados por 
observação em forward (tamanho celular) e side light (complexidade interna) scatters. A 
proliferação linfocitária foi medida por percentual de células blásticas CD3+. O percentual é 
calculado por: 
Percentual de células no gate de blastos x 100 
Percentual de blastos + Percentual de linfócitos pequenos 
O cálculo de blastos para cada cultura estimulada é feito da seguinte forma: 
1- Blastos de BCG = percentual de blastos de BCG - percentual de blastos do 
controle 
2- Blastos de PHA = percentual de blastos de PHA - percentual de blastos do 
controle 
 
3.6- Dosagem de citocinas em cultura de células mononucleares do sangue periférico 
A análise da produção de citocinas foi realizada a partir de cultura de CMSP 
conforme protocolo acima descrito. As células, na concentração de 2 x 106 células/mL, 
foram cultivadas em placas de poliestireno de 96 poços com fundo arredondado  
(Nunc, Dinamarca) em incubadora a 37°C, com atmosfera de 5% de CO2 durante 48 horas. 
Os antígenos foram utilizados nas mesmas concentrações acima descritas. O sobrenadante 
de cultura foi armazenado a -80°C até a realização do ensaio de ELISA  
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay).  
Para as dosagens de Interferon gama (IFN-γ), Fator de Necrose Tumoral alfa 
(TNF-α) e Interleucina 10 (IL-10) foram utilizados Kits comerciais (DuoSet, RD Systems, 
EUA). Os ensaios foram realizados em placas MultiSorp (Nunc, Dinamarca) segundo os 
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protocolos do fabricante. Sucintamente, as placas foram incubadas com anticorpos de 
captura e, após bloqueio, submetidas à incubação com amostras e diluições do padrão 
recombinante do Kit. Em seguida, houve a incubação com anticorpos de detecção, 
conjugados a biotina. A incubação seguinte ocorre com uma solução de streptoavidina 
conjugada à peroxidase. A revelação da reação foi feita com peróxido de hidrogênio e 
tetrametil-benzidina (TMB) e a parada ocorreu com a adição de H2SO4 2N. A leitura foi 
realizada em 450ηm. O limite de detecção de IFN-γ e TNF-α foi de 15,6ρg/mL e o de  
IL-10 foi de 46,9ρg/mL. 
Para a dosagem de Interleucina 12 (IL-12 p40 e p70), foi utilizado um kit 
comercial da Amersham Biosciences (UK). Sucintamente, as placas já sensibilizadas foram 
incubadas com as amostras ou diluições do padrão do Kit e anticorpos de detecção  
Anti-IL-12 conjugados a FITC. Em seguida, houve a incubação com anticorpos de  
Anti-FITC conjugados a peroxidase. A revelação da reação foi feita com uma solução de 
TMB e a parada ocorreu com a adição de H2SO4 0,18M. A leitura foi realizada em 450ηm. 
O limite de detecção de IL-12 foi de 5ρg/mL. 
Em todos os ensaios foi estabelecida uma curva padrão, com gráfico de 
dispersão, no qual a variável X foi a densidade óptica obtida nas leituras e Y, a concentração 
das citocinas. A equação da figura do gráfico foi adquirida através de uma linha de 
tendência polinomial, que só foi aceita se r2 fosse maior que 0,95 no programa Microsoft 
Excel versão 2002 (Microsoft Corporation, EUA). Todas as amostras e pontos da curva 
padrão foram feitos em duplicata. Os resultados foram expressos em ρg/mL. 
 
3.7- Fenotipagem dos Linfócitos T 
Foi realizada apenas para as crianças com exposição vertical ao HIV, a partir de 
0,5mL de sangue periférico coletado em tubo com EDTA K3 líquido (Vacuette, Brasil). 
Primeiramente, 100μL de sangue total foram incubados com anticorpos monoclonais de 
camundongo anti-CD3-PC5, anti-CD4-RD1 e anti-CD8-FITC (Beckman-Coulter, EUA) 
por 20 minutos a 4°C, protegidos da luz. A seguir, houve a adição de uma solução de 
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cloreto de amônio (NH4Cl 0,15M, KHCO3 10mM e EDTA 4Na 37mg/L) para provocar 
hemólise, incubando por 10 minutos à temperatura ambiente. Após lavagem com tampão de 
lavagem (PBS acrescido de 1% de soro bovino fetal inativado pelo calor e 0,1% de azida 
sódica), as células foram ressuspendidas no mesmo tampão e a leitura foi realizada em 
citômetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA). Foram adquiridos no 
mínimo 10.000 eventos para análise no programa computacional EXPO (EUA). 
 
3.8- Hemograma 
Foi realizado a partir de 0,5mL de sangue periférico coletado em tubo com 
EDTA K3 líquido, apenas para as crianças com exposição vertical ao HIV, na Seção de 
Hematologia do Laboratório de Patologia Clínica do HC da UNICAMP, havendo a 
contagem de células global e diferencial nos aparelhos SE 9500 ou XE 2100  
(Sysmecs Corporation, Japão). 
 
3.9- Análise estatística 
Os dados foram organizados e analisados em SPSS® software for Windows, 
version 7.5.1. (SPSS Inc, EUA). A análise estatística foi realizada com os testes de χ2, 
Friedman, Kruscal-Wallis, Mann-Whitney e testes de Comparação Múltipla  
Não-Paramétricos (nível de significância, p < 0,05). As figuras foram feitas no Software 
GraphPad Prism, version 4.0 (GraphPad Software, EUA). 
 
Objetivo geral 
Avaliar a resposta imune celular à vacinação por Bacillus Calmette-Guérin 
(BCG) de lactentes saudáveis e de expostos ao Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) 
mas não infectados. 
 
Objetivos específicos 
1. Analisar a proliferação de subpopulações de linfócitos T e produção de 
citocinas em culturas de células mononucleares do sangue periférico de 
lactentes saudáveis de sete meses de idade à vacina de Bacillus Calmette-
Guérin (BCG), vacinados ao nascer. 
2. Comparar a proliferação de subpopulações de linfócitos T e produção de 
citocinas a BCG em culturas de células mononucleares do sangue periférico 
de lactentes vacinados ao nascer com BCG e Hepatite B combinadas ou 
aplicadas separadamente. 
3. Comparar a proliferação de subpopulações de linfócitos T e produção de 
citocinas a BCGem culturas de células mononucleares do sangue periférico 
de lactentes expostos ao Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) e não 
infectados com controles sem exposição vertical ao HIV. 
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4.1- CAPÍTULO I: Robust γδ+ T cell expansion in infants vaccinated with combined 
or separated BCG and Hepatitis B 
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Abstract 
Cell-mediated immune responses were evaluated in seven-month-old infants 
vaccinated with intradermal combined BCG and Hepatitis B or intradermal BCG and 
intramuscular Hepatitis B at birth. There was CD4+, CD8+ and remarkable γδ+ T cell BCG-
specific proliferation from vaccinees which received combined or separated vaccines. IL-
10, IL-12, IFN-γ and TNF-α concentrations in supernatants by ELISA were similar in 
PBMC cultures from both groups of vaccination. The results suggested that the combined 
BCG and Hepatitis B vaccine was as immunogenic as BCG vaccine inoculated alone. 
Keywords: BCG vaccine; Cellular immunity; Combined vaccines 
Running headline: BCG vaccine induces γδ+ T cell expansion in infants 
* Corresponding author at: Centro de Investigação em Pediatria, Faculdade de 
Ciências Médicas, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Brazil. 
E-mail address: marluce@fcm.unicamp.br (M.M.S. Vilela) 
(Preliminary results of these findings were presented at the New Approaches to 
Vaccine Development – from bench to the field, Berlin, Germany, 8 to 10 September 2005) 
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1- Introduction 
Although vaccination is one of the most cost-effective health interventions for 
infectious disease prevention, with the increasing number of recommended vaccines it is 
often required for an infant to receive multiple injections which is disconcerting to parents 
and health care providers [1-3]. Combined vaccine values rely on obtaining high levels of 
age-appropriate immunization, the possibility to reduce the number of under-immunized 
children and in simplifying immunization schedules. So, clinical trials of combined 
vaccines are very important to demonstrate their safety and efficacy [4-6]. 
Despite the controversy concerning its efficacy against adult pulmonary 
tuberculosis, intradermal Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine 
can, at least, protect against severe forms of systemic tuberculosis (TB) in children, 
particularly meningitis and miliary disease, and so World Health Organization has 
encouraged vaccination [7]. Moreover, there is no known standardization of protective 
immunity; neither the post-vaccination scar nor the tuberculin test are recognized as 
protection markers [8]. A new vaccine against Mycobacterium tuberculosis is needed but it 
is still necessary to find out which immune response can lead to protection and thus reach 
this goal [7].  
In children there is no experience of an intradermal BCG combined vaccine. 
Since young children are very susceptible to systemic tuberculosis and there are only a few 
studies of BCG-responses in childhood [9], in this article cellular immune responses to 
BCG in vitro from seven-month-old infants immunized at birth with a single dose of 
combined BCG with recombinant Hepatitis B surface antigen (HBsAg) vaccine are 
described. 
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2- Materials and methods 
2.1- Study participants and vaccination 
This cross-secctional study was conducted conducted between October 2004 
and December 2005. A total of 85 health newborns from Maternidade de Campinas 
randomly selected were included in the study at birth. The preterm (gestational age  
≤ 37 weeks) and the low birth weight newborns (weight < 2500g), infants with congenital 
or genetic defects or whose mothers were younger than 18 years old or had hepatitis B 
carrier status, infants with family history of TB, Syphilis or Human Immunodeficiency 
Virus (HIV) infection were excluded. Infants were randomized into two groups. The type 
of vaccine administered was revealed to the entire research team only at the preparation of 
this report, but vaccinators and vaccine recipients had knowledge of which vaccine was 
being injected since the beginning of the study. At birth, infants from one group had 
received combined intradermal BCG and Hepatitis B (10μg HbsAg, plus BCG Moreau Rio 
de Janeiro strain suspension 0.1mg in 0.85% NaCl with 1.1mg sodium glutamate). The 
combined vaccine was available in amber glass vials with 20 lyophilized doses, 0.1mL 
each. Children from the other group had received intradermal BCG (0.1mg lyophilized 
BCG Moreau strain in 0.85% NaCl with 1.1mg sodium glutamate), stored in amber glass 
vials with 10 doses of 0.1mL each, and intramuscular Hepatitis B vaccine  
(BUTANG®, 10μg HbsAg with 0.625mg aluminum hydroxide and 0.05mg thimerosal), 
available in glass vials of ten-dose liquid solution, 0.5mL each. Both groups received the 
second and third doses of intramuscular Hepatitis B vaccine (BUTANG®) at one and six 
months of age, respectively. All vaccines were produced by Instituto Butantan. The study 
protocol was approved by Ethical Committee from UNICAMP, São Paulo, Brazil. Written 
informed consent was obtained from each infant’s parent or legal guardian. 
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2.2- Blood collection 
Ten milliliters of heparinized peripheral blood were collected and used to 
evaluate immune responses to BCG vaccination at seven months of age. For ethical 
reasons, it was not possible to access immune response from children at same age not 
vaccinated with BCG. So, 10 cord blood samples from health newborns were used as 
negative controls for BCG vaccination. 
 
2.3- Antigens used in cell culture assays 
Lyophilized BCG Moreau Rio de Janeiro vaccine vials were freshly 
reconstituted with RPMI 1640 (Sigma, USA) and used at 5 x 105 UFC/mL. 
Phytohemagglutinin (PHA, Sigma, USA) was used as a positive control at 7.5 μg/mL.  
 
2.4- BCG-specific T cell proliferation 
The protocol for proliferation assay was adapted from Gaines et al. [10]. 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from infants and cord blood mononuclear 
cells (CBMC) were isolated by density gradient centrifugation over Ficoll-Hypaque 
(Amersham Biosciences, USA), washed, diluted to 1 x 106 cells/mL in RPMI 1640 medium 
(Sigma, USA) supplemented with 10% human AB serum (Sigma, USA), 1% glutamine 
(Sigma, USA) and 0.1% gentamycin and stimulated for 6 days with reconstituted BCG, 
PHA or medium alone at 37°C with 5% CO2 in round-bottomed 96-well tissue culture 
plates (NUNC, Denmark). After harvesting with 20mM ethylene diamine tetracetic acid 
(EDTA), samples were incubated with human immunoglobulin and then stained with  
anti-human CD3, CD4, CD8 and T cell receptor (TCR) pan γδ (Beckman Coulter, USA or 
France or Caltag Laboratories, USA) fluorescent antibodies before acquisition  
(Epics XL-MCL flow cytometer, Beckman-Coulter, USA) and analysis (Expo, USA). 
Isotype controls were used to discriminate positive populations (Beckman Coulter, USA). 
Only CD3+T cells were used in analysis. Forward and side scatters were used to gate on 
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resting and blast lymphocytes. Dead cells were excluded from all analyses. CD4+, CD8+ 
and TCR γδ+ cells were identified in the gate of blast lymphocytes. Proliferation was 
measured by CD3+ percent blasts, in which basal proliferation was subtracted from BCG 
and PHA-stimulated cultures. 
 
2.5- BCG-specific cytokine production in vitro 
PBMC and CBMC were diluted to 2 x 106 cells/mL in supplemented RPMI and 
incubated for 48 hours in round-bottomed 96-well tissue culture plates with BCG, PHA or 
medium alone at 37°C. Supernatants were collected and stored at -80°C. Interferon-γ  
(IFN-γ), Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), Interleukin 10 (IL-10) and IL -12 levels were 
determined in duplicate by a two-monoclonal Antibody sandwich Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (two-MAb ELISA) (R & D Systems, USA for IFN-γ, TNF-α and 
IL-10 and Amersham Biosciences, UK for p40 and p70 IL-12) in flat-bottomed MultiSorp 
ELISA plates (NUNC, Denmark), according to the manufacturers’ protocols. IL-12 
concentration was not performed in cord blood samples. Recombinant cytokine was used 
for the standard curve. The limit of detection was 15.6ρg/mL for IFN-γ and TNF-α, 
46.9ρg/mL for IL-10 and 5.0ρg/mL for IL-12. 
 
2.6- Statistical considerations 
All analyses were done with SPSS® for Windows (version 7.5.1, USA). Data 
analysis was performed with χ2, Friedman, Mann-Whitney, Nonparametric Multiple 
Comparison and Spearman correlation tests (p < 0.05). All reported p values are two-tailed. 
GraphPad Prism (version 4.0, GraphPad Software, USA) was employed to perform the 
proliferation and cytokine figures. 
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3- Results 
3.1- Study participants 
Samples from 47 infants (24 male and 23 female) in the combined vaccine 
group and 38 (17 male and 21 female) in the separate vaccine group were studied for BCG 
immune response. The combined vaccine group median age was 7.34 months  
(range 6.3 to 8.1) and 7.38 months in separate vaccine group (range 7.0 to 8.7). There were 
no differences in terms of gender (χ2 = 0.337, df = 1, p = 0.562) nor age (Mann-Whitney U 
= 872.5, p = 0.856) between the two vaccination groups. No local or systemic adverse 
reactions were observed after BCG vaccinations. 
 
3.2- BCG-specific T cell proliferation 
T cell proliferation was measured by flow cytometry (Fig. 1). CD3, CD4 and 
CD8 immunophenotyping was carried out in the cultures of all the infants and TCR  
γδ+ blast cells were analyzed in 46 children (29 of the combined vaccine group). 
Median background CD3+ proliferation was 2.17% in the combined vaccine 
group and 2.26% for separate vaccine group. Percent blasts in cultures with live BCG 
(medians of 20.39% and 28.20% for combined and separate vaccine groups, respectively, 
p=0.185) and PHA (medians of 62.53% and 60.52% for combined and separate vaccine 
groups, respectively, p=0.965) did not differ between groups (Fig. 2). For this reason, we 
compared all of them to cord blood proliferation. 
In the cord blood samples median background proliferation was 13.02% and 
CD3+ percent blasts in cultures with PHA were similar to vaccinated infants (medians of 
61.71% and 57.73% for infants and cord blood, respectively, p=0.265). There was a 
difference between proliferation in cultures of infants and cord blood with live BCG 
(medians of 22.84% and 10.37% for infants and cord blood, respectively, p=0.006).  
The comparisons are illustrated in Figure 3. 
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The frequency of BCG- and PHA-proliferating CD4+, CD8+ and γδ+ cells were 
also similar between vaccination groups (Table 1). When we compared the frequency of 
CD4+, CD8+ and γδ+ cells in 46 vaccinees (Fig. 4A and 4B) there was a significantly 
difference between the T cell subpopulations for control, BCG- and PHA-stimulated 
cultures, with high percentages of γδ+ cells in BCG cultures (Friedman p<0.001; 
Nonparametric Multiple Comparison tests p< 0.05 in all cases). 
 
3.3- BCG-specific cytokine production 
BCG-specific cytokines in cell cultures of infants and cord blood were 
determined by ELISA after 48 hours stimulation with BCG. The amount of cytokine 
secretion in supernatants was compared among the groups of vaccinees. Undetectable or 
small amounts of TNF-α, IFN-γ, IL-10 and IL-12 were observed in unstimulated samples 
(negative controls). IFN-γ, TNF-α, IL-10 and IL-12 production (Fig. 5) was not different in 
BCG-stimulated cultures of infants vaccinated with combined or separated BCG and only 
IFN-γ concentration in control and PHA-stimulated cultures was different between the 
groups (p = 0.026). There was a positive correlation between IFN-γ and TNF-α (p = 0.003), 
IFN-γ and IL-12 (p = 0.007), TNF-α and IL-12 (p < 0.001) and IL-10 and IL-12  
(p = 0.036). However, there was no correlation among the proliferation and cytokine 
assays. 
Unstimulated samples of CBMC produced undetectable or small amounts of 
IFN-γ, IL-10 and TNF-α. IFN-γ production was also low in cord blood cultures with BCG 
and PHA. Comparison of BCG-vaccinated infants and cord blood in vitro cytokine release 
(Fig. 6) showed difference in IFN-γ and TNF-α concentrations of control and stimulated 
cultures (p<0.05). On the other hand, IL-10 level was similar in cultures with BCG and 
PHA of infants and cord blood. 
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4- Discussion 
Our main goal in this study was to examine whether a BCG and Hepatitis B 
combined vaccine could prime similar cell-mediated responses that BCG vaccine injected 
alone does. Comparable post-BCG vaccination cytokine and proliferation cell responses in 
seven-month-old vaccinees were found. We also observed similar responses to Hepatitis B 
vaccine (data not shown). Given the requirement of a Th-1 type immune response in 
protective immunity against mycobacteria, we reasoned that vaccine efficacy would be 
characterized by antigen-specific lymphoproliferative responses and Th-1 profile cytokine 
production. 
Our results showed that the combined BCG and Hepatitis B vaccine was as 
immunogenic as BCG vaccine inoculated alone, regardless of the assay used to evaluate the 
vaccination response. The BCG and Hepatitis B combined vaccine used in this trial has 
some advantages. The BCG and Hepatitis B combined vaccine probably needs lower doses 
to achieve the same efficacy because it allows the antigen persistence. Other advantage of 
this combined vaccine is the presentation: lyophilized vials are less labile than liquid ones, 
like Hepatitis B vaccine. Besides that, BCG vaccinal coverage may increase if this vaccine 
is used in maternity hospitals. Combining BCG with Hepatitis B in the same injection could 
simplify immunization schedule.  
Simultaneously vaccination of BCG and Hepatitis B was studied in the past. 
The results from Coursaget et al. [11] showed that Hepatitis B vaccine given at birth 
concurrently with BCG did not interfere with the development of the BCG vaccinal scares 
nor with the Anti-HBs geometric mean titres. BCG induced a Th1-type immune response in 
infants at birth, with high in vitro concentrations of IFN-γ, strong proliferative responses to 
PPD and low production of type 2 cytokines [12]. In addition, cytokine (IFN-γ, IL-5 and 
IL-13), proliferative and IgG responses to HBsAg were significantly higher in infants 
vaccinated with BCG and Hepatitis B at birth than in infants who had not received BCG. 
This effect was already apparent at two months of age, after a single dose of Hepatitis B 
vaccine, and was further enhanced after the administration of the three doses of HBsAg 
[12]. In this clinical trial there was no interference of HbsAg in cellular immune response to 
BCG vaccine. 
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Our second goal was to describe in vitro cellular immunity to live BCG in 
vaccinated infants. The medians of CD4+, CD8+ and γδ+ T cell BCG-stimulated 
proliferation in the analysis of infants from both groups together were 30.05%, 12.50% and 
60.20%, respectively. These T subpopulations were shown to be significantly increased in 
live BCG-stimulated cultures of PBMC from adults vaccinated with BCG compared with 
nonvaccinated controls. However, only γδ+ T cells presented significant proliferation to  
M. tuberculosis when whole lysate was used as the stimulus [13]. Hussey et al. [14] 
observed that heat-killed BCG stimulated significantly greater proliferation, cytotoxic 
activity and IFN-γ, IL-10 and IL-5 production by PBMC from ten-week-old infants 
vaccinated at birth with BCG than unvaccinated infants at same age. We demonstrated that 
infants at seven months of age showed significant TNF-α, IFN-γ, IL-12 and IL-10 
production by BCG-stimulated PBMC in comparison to unstimulated cultures. Also, IL-10 
was the only cytokine studied which production was similar between CBMC and PBMC. 
This pattern toward a type-2 profile might be attributed to the dominant type-2 cytokine 
milieu of pregnancy and/or to immaturity of neonatal antigen-presenting cells [15]. 
In humans and animal models the interaction between IFN-γ secreting CD4+ T 
cells and mycobacterial-infected macrophages is known to be essential in the protective 
response [16,17]. Neonatal BCG vaccination was associated with increased IFN-γ in vitro 
production in response to live BCG, purified protein derivative of M. tuberculosis (PPD) 
and other M. tuberculosis antigens [18, 19]. Despite the immaturity of the immune system 
at birth, BCG vaccination of neonates induced similar in vitro IFN-γ production in response 
to PPD and live BCG in vaccinated infants and adult controls [18, 19]. Our results confirm 
that PBMC from vaccinated infants showed CD4+ T cell proliferation and significant  
IFN-γ release following BCG stimulation. 
M. tuberculosis remains inside the phagosome and perforates the phagosomal 
membrane to reach cytosolic nutrients, stimulating CD8+ T cells as mycobacterial antigens 
access the MHC class I pathway. CD8+ T cell perforin and granulysin-mediated mechanism 
participate in the lysis of infected macrophages [17]. We observed CD8+ T cell 
proliferation stimulated by live BCG in vitro, although slighter than CD4+ and γδ+ T cell 
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expansion. CD8 T-cell activation, perforin production and cytotoxic T-cell activity were 
greatly reduced in TB patients when compared to health adults vaccinated with BCG at 
childhood [20]. In adults vaccinated with BCG, PPD and live BCG proved capable of 
stimulating and activating CD8+ T cells which produced IFN-γ and TNF-α but not IL-4. 
After stimulation with live BCG, CD8+ T cells were positive for perforin and showed CTL 
activity against BCG [21]. 
We observed a remarkable expansion of γδ+ T cells in response to BCG 
stimulation. Human γδ+ T cells are stimulated by phospholigands, which are abundant in 
mycobacteria [22]. Reduced αβ and increased γδ T cells counts were observed in  
two-month-old infants vaccinated with BCG at birth [23]. In BCG vaccinated adults, γδ+ T 
cells proliferated after live BCG stimulation in vitro, but not to the same dose of heat-killed 
BCG [13]. Our results pointed γδ+ cells as the major subset presenting expansion in cultures 
with live BCG even after seven months of vaccination with BCG.  
In mice γδ+ T cells may regulate granuloma formation and protect against 
dissemination of the tuberculous challenge [24]. Early after BCG vaccination of pigs, the 
proliferative response of γδ+ lymphocytes was higher than that of CD4+ T cells [25]. 
Following vaccination with BCG, an increase in vitro natural killer cytolytic activity was 
observed in γδ+ lymphocytes from pigs. Moreover, γδ+ T cells responded prior to cytotoxic 
CD8+ T cells to in vitro assays against BCG-infected monocytes [26]. It was shown that γδ+ 
T cells from BCG vaccinated animals expanded with heat-killed M. tuberculosis in the 
absence of CD4+ T cells but their IFN-γ production was dependent on CD4+ T cell 
stimulation [25]. Recent data showed that activated human γδ+ T cells to become  
antigen-presenting cells capable of induction of CD4+ and CD8+ T cell response. 
Furthermore, γδ T cells incubated previously with PPD induced MHC class II dependent 
CD4 T cell proliferation [27,28]. γδ+ T cells could, therefore, be responsible for mobilizing 
the first line of innate and adaptive defenses against tuberculosis. 
Antibody depletion of CD8+, NK1.1+ and γδ+ cells in CD4–/– mice that had been 
immunized with an attenuated M. tuberculosis vaccine did not eliminate the pulmonary 
protective responses evoked by immunization, suggesting a role for other CD4, CD8 
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double-negative αβ T cells in TB immunity [24]. In our work, it is likely that the majority 
of double negative proliferating T cells was γδ+ cells, but we can not exclude the possible 
participation of other T cell subsets. 
Although the mechanisms that account for insufficient T cell–dependent 
protection in response to BCG vaccination and M. tuberculosis infection remain unclear, 
studying mycobacteria-induced T cell subsets especially γδ+ T cells and cytokines can 
contribute to the definition of the relevant T cell population for the design of new vaccines. 
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Table 1- Percentages of CD4+, CD8+ and γδ+ effector cells determined by flow cytometry 
in PBMC a cultures incubated with live BCG or PHA from seven month-old 
infants vaccinated with combined or separated BCG and Hepatitis B vaccines. 
Stimuli T cell Median % of T cell (n) d p value 
  Combined Separated  
CD4+ 32.6 (47) 27.35 (38) 0.052 
CD8+ 12.1 (47) 12.2 (38) 0.898 BCG b 
TCR γδ+ 58.3 (29) 70.3 (17) 0.078 
CD4+ 87.9 (47) 90.25 (38) 0.238 
CD8+ 9.1 (47) 8.15 (38) 0.269 PHA c 
TCR γδ+ 0.6 (29) 0.6 (17) 0.414 
(a): peripheral blood mononuclear cell; (b): Bacillus Calmette-Guérin; (c): Phytohemagglutinin; (d): number of 
individuals. 
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Figure 1- Flow cytometry of unstimulated (control), Bacillus Calmette-Guérin (BCG) and 
phytohemagglutinin (PHA) stimulated peripheral blood mononuclear cells of a 
seven-month-old infant vaccinated with combined BCG and Hepatitis B at birth. 
After gating on CD3+ cells (Fig. A), events are analyzed for size and complexity 
(FS and SS gates), from which resting and blast lymphocytes were separated 
(Fig. B). T lymphocyte subsets (CD4+, CD8+ e TCR δγ+) were verified in blast 
lymphocytes (Figs. C, D). 
Figure 2- Distribution of CD3+ percent blasts determined by flow cytometry of Bacillus 
Calmette-Guérin (BCG: S) and phytohemagglutinin (PHA: •) stimulated 
peripheral blood mononuclear cells from combined or separated BCG and 
Hepatitis B vaccinated infants. Medians (indicated by bars) of CD3+ blasts in 
BCG-stimulated cultures were 20.4% and 28.2% for combined and separated 
vaccinees, respectively. Medians of CD3+ blasts in PHA-stimulated cultures 
were 62.5% and 60.5% for combined and separated vaccinees, respectively.  
n: number of individuals. 
Figure 3- Distribution of CD3+ percent blasts determined by flow cytometry of Bacillus 
Calmette-Guérin (BCG: S) and phytohemagglutinin (PHA: •) stimulated 
peripheral blood mononuclear cells from infants vaccinated with BCG and 
Hepatitis B vaccine at birth or cord blood mononuclear cells. Medians (indicated 
by bars) of CD3+ blasts in BCG-stimulated cultures were 22.8% and 10.4% for 
vaccinees and cord blood, respectively. Medians of CD3+ blasts in PHA-
stimulated cultures were 61.7% and 57.7% for vaccinees and cord blood, 
respectively. Mann-Whitney test was used to verify significances. 
n: number of individuals. 
Figure 4- Distribution of proliferating CD4+ (), CD8+ (S) and γδ+ (•) T cells determined 
by flow cytometry of Bacillus Calmette-Guérin (BCG: Fig. A) and 
phytohemagglutinin (PHA: Fig. B) stimulated peripheral blood mononuclear 
cells from infants vaccinated at birth with BCG. Values represent percents. 
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Number of individuals (n) = 46. Medians (indicated by bars) of CD4+, CD8+ and 
γδ+ blasts in BCG-stimulated cultures were 30.0%, 12.5% and 60.2%, 
respectively. Medians of CD4+, CD8+ and γδ+ blasts in PHA-stimulated cultures 
were 88.7%, 9.0% and 0.6%, respectively. Different letters indicate statistical 
significance by Nonparametric Multiple Comparison test (p< 0.05). 
Figure 5- IFN-γ (Fig. A), IL-10 (Fig. B), IL-12 (Fig. C) and TNF-α concentration (Fig. D) 
determined by ELISA (values are given in picograms per milliliter) by 
peripheral blood mononuclear cells in cultures without stimuli (control: ) or 
with Bacillus Calmette-Guérin (BCG: S) or phytohemagglutinin (PHA: •) 
stimulation in infants immunized with separated or combined BCG and 
Hepatitis B vaccines at birth. Bars indicate medians and Mann-Whitney test was 
used to verify significances. 
n: number of individuals. 
Figure 6- IFN-γ (Fig. A), IL-10 (Fig. B) and TNF-α (Fig. C) production determined by 
ELISA (values are given in picograms per milliliter) in cell cultures without 
stimuli (control: ) or with Bacillus Calmette-Guérin (BCG: S) or 
phytohemagglutinin (PHA: •) stimulation in peripheral blood mononuclear cells 
from BCG-vaccinated infants and cord blood mononuclear cells. Bars indicate 
medians and Mann-Whitney test was used to verify significances. 
n = number of individuals. 
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4.2- Capítulo II: Impaired Bacillus Calmette-Guérin cellular immune response in 
Human Immunodeficiency Virus-exposed uninfected infants 
Revista a ser submetido: AIDS  
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Abstract 
Objective: Evaluate cell-mediated immune response to Bacillus  
Calmette-Guérin (BCG) vaccination in HIV-1-exposed uninfected and unexposed infants, 
vaccinated with BCG within the first month of age. Design: Cross-sectional study. 
Methods: BCG-specific proliferation and T cell subsets (CD4+, CD8+ and TCR γδ+) by 
flow cytometry and IL-10, IFN-γ and TNF-α concentration by ELISA were analyzed in 
exposed and unexposed infants. Whole blood lymphocyte immunophenotyping and blood 
counts were performed in exposed children. Nonparametric tests were used (p < 0.05). 
Results: Exposed infants were separated into three groups: E1 (aged 6.7-8.8 months), E2 
(aged 9.1-17.1) and E3 (aged 18.1-23.4). Unexposed infants (UE, aged 7.0-8.7) and E1 
matched for age. Whole blood immunophenotyping showed higher percentages of CD4+ T 
cells in E1 when compared to E2 and E3. Proliferation in cell cultures with BCG was 
significantly reduced in all exposed groups in comparison to UE. Only BCG-stimulated 
cultures from E3 were similar to UE in relation to CD4+, CD8+ and γδ+ T cell subsets. 
TNF-α and IL-10 production was not different in BCG-stimulated cultures of unexposed 
and exposed infants from all groups and there were lower IFN-γ concentration in the 
samples from E1 in comparison to all of the other groups. Conclusions: BCG-specific T 
cell proliferation was persistently reduced in HIV-exposed uninfected infants and IFN-γ 
concentration was lower in younger exposed infants, showing a delay in immune system 
maturation of HIV-exposed infants. 
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1- Introduction 
Vertical transmission of Human Immunodeficiency Virus (HIV) can occur in 
uterus, during labour, or after delivery through breastfeeding. The prevention of HIV 
infection in women, use of caesarean section delivery, prophylactic ARV therapy during 
gestation, at delivery and in the beginning of infant’s life along with the avoidance of 
breastfeeding can result in a mother-to-child transmission rate of less than 1%, if HIV-
infected women are identified as such before or during pregnancy [1,2]. Since Brazilian 
government have introduced these interventions in 1996 vertical transmission rate reduced 
in the country [3]. 
However, the impact of HIV exposure to newborns that escaped from infection 
remains unclear. A fetus from a HIV-infected woman probably develops in an atypical 
microenvironment, which could cause immune abnormalities even in uninfected newborns 
[4-6]. Also, the infant’s immune system development happens in the absence of 
breastfeeding modulation [7]. Besides that, antiretroviral (ARV) prophylaxis causes 
reduced hemoglobin concentration and alterations in platelet, neutrophil, lymphocyte, CD8+ 
and CD4+ cell counts [6,8-16], which could interfere with their immune system ontogeny. 
Few studies of specific immune response of these children showed that not all exposed-
uninfected children had specific cellular immune response to vaccine antigens [9,17]. It has 
been shown that HIV-1-exposed uninfected infants had a significantly lower prevalence of 
BCG scar than unexposed children at same age [18]. The objectives of this study were to 
elucidate in vitro BCG cellular immune response from HIV-exposed uninfected infants 
vaccinated with BCG at the first month of life and to compare it with healthy controls. 
 
2- Methods 
Study participants 
The HIV-1-exposed infants were recruited in Pediatrics Immunodeficiency Out-
Patients Unit at the University of Campinas State Clinical Hospital (UNICAMP, Campinas, 
Brazil). Only exposed infants with two HIV-1 undetectable viral loads in RNA polymerase 
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chain reaction assays (with a lower limit of quantification at 50 copies of RNA/mL) were 
categorized as uninfected infants and included in this study. Infants with congenital or 
genetic defects or whose mothers were younger than 18 years old were excluded. Exposed 
infants were separated in three groups, according to their age: Exposed 1 (E1, until 9 
months of age), Exposed 2 (E2, from 9 to 18 months of age) and Exposed 3 (E3, after 18 
months of age). All exposed infants from E3 group had seroreverter status at the time of the 
study (antibodies anti-HIV-1 and 2 non reactive). Clinical data were collected during the 
following at the hospital. Thirty-eight unexposed infants (UE) paired to E1 by age were 
included in the study as controls. All of the infants received intradermal BCG (0.1mg 
lyophilized BCG Moreau Rio de Janeiro strain in 0.85% NaCl with 1.1mg sodium 
glutamate) within the first month of age. 
The study protocol was approved by Ethical Committee from UNICAMP. 
Written informed consent was obtained from each infant’s parent or legal guardian. 
Blood collection 
Ten milliliters (mL) of heparinized peripheral blood were collected for culture 
assays of all of the infants after seven months of age. One mL of peripheral blood was 
collected with ethylene diamine tetracetic acid (EDTA) for peripheral blood counts and 
immunophenotyping from exposed children. 
Peripheral blood immunophenotyping and peripheral blood counts 
Hemoglobin concentration, hematocrit and counts of platelets, whole 
leukocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils, basophils and red cells from 
exposed infants were performed in the SE 9500 or XE 2100 blood cell counters (Sysmecs 
Corporation, Japan). Peripheral percentages of CD3+, CD4+ and CD8+ T cells (tricolor 
staining assay from Beckman Coulter, USA) from exposed children at the time of culture 
assay were quantified by flow cytometry (Epics XL-MCL Flow Cytometer, Beckman-
Coulter, USA) and analyzed in Expo Software (USA). 
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Antigens used in cell culture assays 
Lyophilized BCG Moreau Rio de Janeiro vaccine vials were freshly 
reconstituted with RPMI 1640 (Sigma, USA) and used at 5 x 105 UFC/mL. 
Phytohemagglutinin (PHA, Sigma, USA) was used as a positive control at 7.5 μg/mL.  
BCG-specific T cell proliferation 
The protocol for proliferation assay was adapted from Gaines et al. [19]. 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from infants were isolated by density gradient 
centrifugation over Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences, USA), washed, diluted to 1 x 
106 cells/mL in RPMI 1640 medium (Sigma, USA) supplemented with 10% human AB 
serum (Sigma, USA), 1% glutamine (Sigma, USA) and 0.1% gentamycin and stimulated 
for 6 days with reconstituted BCG, PHA or medium alone at 37°C with 5% CO2 in round-
bottomed 96-well tissue culture plates (NUNC, Denmark). After harvesting with 20mM 
EDTA, samples were incubated with human immunoglobulin (Ig) and then stained with 
anti-human CD3, CD4, CD8 and T cell receptor (TCR) pan γδ (Beckman Coulter, USA or 
France) fluorescent antibodies before acquisition (Epics XL-MCL flow cytometer, 
Beckman-Coulter, USA) and analysis (Expo, USA). Isotype controls were used to 
discriminate positive populations (Beckman Coulter, USA). Only CD3+T cells were used in 
analysis. Forward and side scatters were used to gate on resting and blast lymphocytes. 
Dead cells were excluded from all analyses. CD4+, CD8+ and TCR γδ+ cells were identified 
in the gate of blast lymphocytes. Proliferation was measured by CD3+ percent blasts, in 
which basal proliferation was subtracted from BCG and PHA-stimulated cultures. 
BCG-specific cytokine production in vitro 
PBMC were diluted to 2 x 106 cells/mL in supplemented RPMI and incubated 
for 48 hours in round-bottomed 96-well tissue culture plates with BCG, PHA or medium 
alone at 37°C. Supernatants were collected and stored at -80°C. Interferon-γ (IFN-γ), tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin 10 (IL-10) levels were determined in duplicate 
by a two-monoclonal Antibody sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (two-MAb 
ELISA) (R & D Systems, USA) in flat-bottomed MultiSorp ELISA plates (NUNC, 
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Denmark), according to the manufacturer’s protocol. Recombinant cytokine was used for 
the standard curve. The limit of detection was 15.6ρg/mL for IFN-γ and TNF-α and 
46.9ρg/mL for IL-10. 
 
Statistical considerations 
All analyses were performed with SPSS® for Windows (version 7.5.1, USA), 
using Mann-Whitney, Kruskal-Wallis and Nonparametric Multiple Comparison tests (p < 
0.05). All reported p values are two-tailed. GraphPad Prism (release 4.0, GraphPad 
Software, USA) was employed to perform the proliferation and cytokine figures. 
 
3- Results 
Study participants 
Samples from 41 HIV-1-exposed (21 female and 20 male) and 38 unexposed 
(21 female and 17 male) infants were studied for BCG immune response, including two 
sets of twins. All exposed children had two undetectable HIV-1 viral loads and 25 infants 
had non-reactive anti-HIV-1 and HIV-2; the HIV serologic status of the others is not known 
yet.  
Median birth weight and height for the exposed children were 3045g  
(885 to 4840, n = 39) and 48cm (34 to 59, n = 36), respectively. Median maternal age at 
time of the study was 31 years (19 to 40, n = 34). Four mothers were coinfected with 
Hepatits C Virus, but their children were not infected. One mother had Human Papilloma 
Virus infection. The most used delivery mode was elective caesarean section, but five 
infants were born by normal vaginal delivery and it was not known delivery mode for three 
children. Three exposed infants were born prematurely (gestational age < 37 weeks). Thirty 
four mothers received ARV treatment during pregnancy (most of them had combination 
therapy, especially with lamivudine, ziduvudine and nevirapin or nelfinavir) and one did 
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not have any ARV prophylaxis. Thirty-one mothers used intrapartum zidovudine (ZDV) 
intravenously; there was no information for the others. All children used ZDV 2mg/kg of 
weight/ dose q.i.d. orally during the first 42 days of life, two did not receive trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP-SMX) and none was breastfed. 
Children were separated in three groups, according to age. At the time of the 
study the median ages for the children were 7.56 months for the 20 infants from E1  
(aged 6.7-8.8), 12.43 for the 11 from E2 (aged 9.1-17.1), 18.18 for the 10 from E3  
(aged 18.1-23.4) and 7.38 months for UE (aged 7.0-8.7). E1 and UE did not differed for age 
(Mann-Whitney test, p = 0.682). There was no difference related to birth weight (Kruskal-
Wallis test, p = 0.279), height (Kruskal-Wallis test, p = 0.878) or maternal age (Kruskal-
Wallis test, p = 0.597) between the groups.  
The most frequent reported diseases in HIV-exposed infants were upper 
respiratory tract infections (56.1% ), with at maximal three episodes in the first two years. 
One child in E1 group had intestinal invagination at four months old, after taking Rotavirus 
vaccine. The same child had Varicella-zoster Virus infection a month before blood 
collection. 
Hemoglobin concentration, hematocrit and counts of platelets, whole 
leukocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils, basophils and red cells, and 
percentages of CD3+, CD4+ and CD8+ T cells from exposed children at the time of cultures 
are showed in Table 1. The hemogram was carried out in 18, 10 and 9 infants and the T cell 
immunophenotyping in 20, 10 and 10 infants from E1, E2 and E3, respectively. Only CD4+ 
T cells showed significant difference between HIV-exposed groups (Kruskal-Wallis test, p 
= 0.004) and this was probably due to higher percentages of CD4+ T cells in E1 whole 
blood samples when compared to E2 and E3 (Nonparametric Multiple Comparison test, p < 
0.05).  
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BCG-specific T cell proliferation 
We measured T lymphoproliferation with flow cytometry (Fig. 1). CD3, CD4 
and CD8 immunophenotyping was carried out in the cultures of 39 exposed and 38 
unexposed infants and TCR γδ blast cells were analyzed in 35 exposed and 17 unexposed 
children. 
Median background CD3+ proliferation was 3.4% in E1, 5.7% in E2, 2.3% in 
E3 and 2.2% in UE (Kruskal-Wallis test, p = 0.007), with significant difference between E2 
and E3 and between E2 and UE (Nonparametric Multiple Comparison test, p < 0.05 in both 
cases). The percentage of CD3+ blasts in cultures with live BCG and PHA (Fig. 2) differed 
between groups (Kruskal-Wallis test, p < 0.001 for BCG-stimulated cultures and p = 0.023 
for PHA-stimulated cultures). There was a significant difference between all exposed 
groups (E1, E2 and E3) and UE proliferation in cultures with BCG (Nonparametric 
Multiple Comparison test, p < 0.05). Also, E2 and UE had different CD3+ proliferation in 
PHA-stimulated cultures (Multiple Comparison test, p < 0.05). On the other hand, 
proliferation did not differ among the three exposed groups, neither for BCG nor for PHA-
stimulated cultures. 
The frequency of BCG- and PHA-proliferating CD4+, CD8+ and γδ+ cells were 
different between groups (Table 2 and Fig. 3). There was no statistical difference in 
cultures between E1 and E2 and only BCG-stimulated cultures from E3 were similar to UE. 
BCG-specific cytokine production 
BCG-specific cytokines in cell cultures of infants were determined by ELISA 
after 48 hours stimulation with BCG. The amount of cytokine secretion in supernatants was 
compared among HIV-exposed and unexposed infants. Undetectable or small amounts of 
TNF-α, IFN-γ, and IL-10 were observed in unstimulated samples (negative controls).  
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TNF-α and IL-10 production was not different in BCG-stimulated cultures of 
unexposed and exposed infants from all groups (Fig. 4). IFN-γ secretion in cultures with 
BCG was different between the groups (Kruskal-Wallis test, p < 0.001) and this difference 
was due to lower IFN-γ concentration in the samples from E1 in comparison to all of the 
other groups (Nonparametric Multiple Comparison test, p < 0.05). 
There was a difference in IL-10 concentration in cultures with PHA between 
groups (Kruskal-Wallis test, p = 0.037) and this was probably due to lower concentration of 
IL-10 in E2 cultures when compared to UE (Nonparametric Multiple Comparison test, p < 
0.05). 
There was no significant difference of cytokine production between E2 and E3 
cultures stimulated with BCG and PHA. Cytokine concentration in PBMC from E3 and UE 
showed no significant difference in both BCG- and PHA-stimulated cultures. 
 
4- Discussion 
Our results showed that BCG-stimulated proliferation was lower in HIV-1-
exposed uninfected infants in comparison to infants born to HIV-negative mothers. There 
was already evidence in literature of this phenomenon: HIV-negative children born to HIV-
1-infected mothers had a significantly lower prevalence of BCG scar than children born to 
HIV-negative or HIV-2-infected mothers [18]. Other study demonstrated that uninfected 
infants from HIV-infected mothers had a higher prevalence of negative tuberculin tests than 
control children [20]. Furthermore, not all exposed-uninfected children had specific 
proliferation to other vaccine antigens such as diphtheria, tetanus and candida and in some 
cases they lost their immunity within the first year of life [17]. Exposed uninfected infants 
with persistent low CD4+ T cell percentages had a poor proliferative response to the same 
antigens [9]. The lower proliferation among exposed infants demonstrated here could be 
due to a lower IL-2 production, which was reported before [21]. Interestingly, we observed 
that only the infants of E3 group (aged 18.1-23.4 months) reached similar frequencies of 
TCR γδ+ cell observed in the control group. 
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Immune proliferative response to a mitogen (PHA) was also reduced in one of 
the exposed groups (E2, aged 9.1-17.1 months). The frequency of phorbol myristate acetate 
(PMA)-responsive IL-2 producing CD4+ T lymphocytes in seroreverter newborns with 
ZDV prophylaxis was elevated compared to HIV-unexposed children. The comparison of 
older seroreverter (without ZVD use) and control children showed similar results [10]. 
Again, IL-2 production in response to PHA stimulation from exposed infants was 
quantitatively lower than infants born to uninfected mothers [21], which is a possible 
explanation to our result.  
We observed similar BCG-stimulated production of TNF-α and IL-10 between 
the exposed and unexposed groups and reduced IFN-γ production by the younger group of 
exposed infants (E1: 6.7-8.8 months), which increased with age (Fig. 4). Van Rie et al. 
showed a significant production of IFN-γ by BCG-, PPD- and PHA-stimulated whole blood 
cells from six-week-old exposed uninfected infants vaccinated at birth with BCG [22]. We 
demonstrated that in PHA-stimulated cultures IFN-γ and TNF-α concentration was similar 
and IL-10 production was different between groups.  Kuhn found similar IL-10 and IFN-γ 
production by PBMC from exposed ans unexposed infants at six months of age [23]. 
Controversial results of IL-10 and IFN-γ concentrations were obtained from PHA-
stimulated cord blood mononuclear cells (CBMC) and PBMC from newborns [5,10,23]. 
Also, PBMC from exposed infants at six months of age had lower IL-10 concentration in 
PHA-stimulated cultures than in CBMC, which indicated an effect of maturity of cytokine 
pattern with time [23]. IL-12 production was also reduced in CBMC and PBMC from 
infants born to HIV-positive mothers [5].  
Various authors observed hematological alterations in HIV-exposed uninfected 
children after use of ARV drugs. Our most important findings were low hemoglobin 
concentration and low hematocrit in some cases in all exposed groups. In agreement with 
our results, hemoglobin concentration was significantly lower among infants with ARV 
therapy than in the group without treatment until the first 2 months of life and even in cord 
blood from ARV-treated mothers in comparison to control [6,8,16]. The count of cell 
populations were not lower than the expected [24,25]. Neutrophil, platelet, lymphocyte, 
CD4+ and CD8+ cell counts in infants under ARV prophylaxis remained lower until more 
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than 18 months, which was aggravated by the use of combination therapy at some time of 
pregnancy or early in the life [6,11-15,26]. The youngest exposed group (E1, aged 6.7-8.8 
months) had the major CD4+ T cell percentage in whole blood immunophenotyping, which 
is consisting with the literature [25], showing CD4+ percentage falls within age.  
The studied infants had a high frequency of upper respiratory infections 
(56.1%) with maximum of three episodes in the first two years, which is expected for the 
age [26,27]. Because primary pneumocystis pneumonia remains a disease with a high 
mortality and morbidity in infants, the majority of the patients in our study used TMP-SMX 
as prophylaxis, which can also aggravate ARV-related anemia [28,29]. Besides these 
interventions, the HIV-exposed infants were receiving formula feeding instead of 
breastfeeding, which has an influence in the immune system development [7]. Humoral 
immune response to Haemophilus influenzae tipo B, diphtheria and poliovirus and PPD-
induced limphoproliferation after BCG vaccination were significantly higher in breastfed 
infants compared to formula-fed [30-32]. However, other studies did not notice any 
difference between the feeding mode [33,34]. The absence of breastfeeding could have 
altered immune response from HIV-exposed infants in our study, although it was shown 
that mortality and morbidity rates were similar between artificially fed and breastfed 
uninfected infants born to HIV-infected mothers [35]. 
Our results pointed to a delayed development of cellular immune response of 
HIV-1-exposed in comparison to unexposed infants. Double negative (immature) T cell 
subsets were increased in seroreverter infants and children born to HIV-infected mothers, 
indicating that thymic maturation pathway is impaired in these children [10]. Activated and 
memory T cell subsets were increased and naïve T cells were decreased in infants and older 
seroreverter children, with abnormalities in immune system regardless of ARV use [10,21]. 
The expression of the coestimulatory molecule CD154 (also known as CD40L) was 
increased in HIV-exposed uninfected infants [36]. Also, cord blood samples from 
uninfected infants born to HIV-positive mothers showed elevated neopterin levels than 
control [37]. This increase in immune activation and memory markers was previously 
verified in HIV-infected pregnant women and infants and may be a sign of early antigenic 
stimulation [4,38,39]. The intrauterine exposure to HIV or/and its soluble proteins by itself 
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possibly interferes in fetal immune maturation. It was shown that uninfected infants born to 
HIV-infected mothers respond to HIV peptides in culture [10,40]. The differences between 
exposed and unexposed infants observed in our study may be due to in vivo exposure to 
immunosuppressive factors or to an abnormal uterine environment from mothers, causing 
the prolonged immaturity of immune system. 
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Table 1- Median (minimum and maximum) of peripheral blood counts and 
immunophenotyping from HIV-exposed uninfected infants 
Parameter E1 E2 E3 
Red cell 
(x 109 cells/L) 
4.75  
(4.04 - 5.45) 
4.90  
(4.67 - 5.40) 
5.13  
(4.16 - 5.80) 
Hemoglobin  
(g/dL) 
11.3 
(7.8 - 14.2) 
12.0  
(9.9 - 13.2) 
11.5  
(8.1 - 13.8) 
Hematocrit (%) 
35.2 
(27.7 - 44.0) 
37.25  
(31.7 - 39.6) 
35.8  
(28.4 - 41.7) 
Platelet 
(x 109 cells/L) 
435.5  
(177 -760) 
447  
(317 - 649) 
372  
(250 - 456) 
White cell 
(x 109 cells/L) 
9.90  
(7.14 - 18.83) 
12.06  
(8.57 – 18.1) 
11.72  
(7.39 - 22.14) 
Neutrophil 
(x 109 cells/L) 
2.64  
(1.47 - 5.76) 
2.88  
(2.08 - 4.95) 
3.53  
(1.76 - 7.66) 
Monocyte 
(x 109 cells/L) 
0.97  
(0.14 - 1.38) 
1.02  
(0.32 - 1.98) 
0.81  
(0.56 - 2.43) 
Eosinophil 
(x 109 cells/L) 
0.25  
(0.06 - 0.86) 
0.37  
(0.12 - 0.66) 
0.35  
(0 - 1.85) 
Basophil 
(x 109 cells/L) 
0.02  
(0 - 0.28) 
0.02  
(0 - 0.13) 
0.02  
(0 - 0.14) 
Lymphocyte 
(x 109 cells/L) 
5.44  
(3.86 - 13.36) 
6.14  
(2.35 - 11.33) 
5.30  
(3.78 - 13.15) 
CD3+ cells (%) 
55.2  
(18.4 - 68.3) 
55.3  
(45.1 - 70.0) 
59.3  
(39.3 - 64.2) 
CD3+ CD4+ cells (%) 
70.5 
(54.5 - 81.4) 
65.5 * 
(23.0 - 74.0) 
59.0 * 
(22.8 - 70.3)  
CD3+ CD8+ cells (%) 
22.6  
(14.1 - 41.7) 
20.4  
(12.0 - 33.9) 
25.7  
(10.4 - 56.9) 
E1: Exposed Group 1 (aged 6.7-8.8 months); E2: Exposed Group 2 (aged 9.1-17.1 months); E3: Exposed 
Group 3 (aged 18.1-23.4 months).  
Peripheral CD3+ cells were expressed as percentages of lymphocyte gate and CD4+ and CD8+ T cells were 
expressed as percentages of CD3+ gate. 
* Significant difference from E1, p < 0.05. Nonparametric Multiple Comparison test. 
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Table 2- T-cell subpopulations in proliferating PBMC cultures from HIV-exposed 
uninfected infants vaccinated with BCG 
Stimuli T cell Median percentages of T cell (n) 
  E1 E2 E3 UE 
CD4+ 
77.4 a,b 
(19) 
64.3 a,b 
(11) 
12.2 
(9) 
27.3 
(38) 
CD8+ 
8.0 
(19) 
9.8 
(11) 
9.3 
(9) 
12.2 
(38) 
BCG 
TCR γδ+ 
18.8 a,b 
(16) 
17.4 a 
(10) 
64.0 
(9) 
70.3 
(17) 
CD4+ 
87.1 
(19) 
83.6 
(11) 
79.4 a 
(9) 
90.2 
(38) 
CD8+ 
9.8 
(18) 
11.3 
(11) 
16.1 
(9) 
8.1 
(38) 
PHA 
TCR γδ+ 
0.4 
(16) 
0.7 
(10) 
0.7 
(9) 
0.6 
(17) 
E1: Exposed Group 1 (aged 6.7-8.8 months); E2: Exposed Group 2 (aged 9.1-17.1 months); E3: Exposed 
Group 3 (aged 18.1-23.4 months), UE: Unexposed Group (aged 7.0-8.7 months).  
PBMC: Peripheral blood mononuclear cells; BCG: Bacillus Calmette-Guérin; PHA: Phytohemagglutinin. 
a: Significantly different from UE (Multiple Comparison test, p < 0.05) 
b: Significantly different from E3 (Multiple Comparison test, p < 0.05) 
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Figure 1- Flow cytometry of unstimulated (control), BCG and PHA-stimulated PBMC of a 
seven-month-old HIV-exposed uninfected infant, vaccinated with BCG. After 
gating on CD3+ cells (A), events are analyzed for size and complexity (FS and 
SS gates), from which resting and blast lymphocytes were separated (B). T 
lymphocyte subsets (CD4+, CD8+ e TCRδγ+) were verified in blast lymphocytes 
(C, D). 
BCG: Bacillus Calmette-Guérin; PHA: Phytohemagglutinin; PBMC: Peripheral blood 
mononuclear cells; HIV: Human Immunodeficiency Virus. 
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Figure 2- Distribution of CD3+ percent blasts determined by flow cytometry of BCG (A) 
and PHA (B) stimulated PBMC from HIV-exposed uninfected (E1: , aged 6.7-
8.8 months; E2: ¡, 9.1-17.1 months; E3: S, 18.1-23.4 months) and unexposed 
(UE: •, 7.0-8.7 months) infants vaccinated with BCG. Medians (indicated by 
bars) of CD3+ blasts in BCG-stimulated cultures were 8.6%, 8.6%, 6.5% and 
28.2% for E1, E2, E3 and UE, respectively. Medians of CD3+ blasts in PHA-
stimulated cultures were 49.4%, 27.1%, 51.7% and 60.5% for E1, E2, E3 and 
UE, respectively. (*) indicates statistical significance (p < 0.05) by 
Nonparametric Multiple Comparison test. 
BCG: Bacillus Calmette-Guérin; PHA: Phytohemagglutinin; PBMC: Peripheral blood 
mononuclear cells; n: number of individuals. 
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Figure 3- Distribution of the percentages of proliferating CD4+ (A), CD8+ (B) and γδ+ (C) 
T cells determined by flow cytometry of BCG-stimulated PBMC from HIV-
exposed uninfected (E1: , aged 6.7-8.8 months; E2: ¡, 9.1-17.1 months; E3: 
S, 18.1-23.4 months) and unexposed infants (UE: •, 7.0-8.7 months) vaccinated 
with BCG. Bars and different letters represent medians and statistical 
significance (p < 0.05) by Nonparametric Multiple Comparison test, respectively. 
BCG: Bacillus Calmette-Guérin; PBMC:  Peripheral blood mononuclear cells. 
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Figure 4- IFN-γ (A), IL-10 (B) and TNF-α concentration (C) determined by ELISA 
(values are given in picograms per milliliter) by PBMC in cultures without 
stimuli (control: ) or with BCG (S) or PHA (•) stimulation from HIV-exposed 
uninfected (E1: aged 6.7-8.8 months; E2: 9.1-17.1 months; E3: 18.1-23.4 
months) and unexposed infants (UE) vaccinated with BCG. Bars and (*) indicate 
medians and statistical significance (p < 0.05) in Nonparametric Multiple 
Comparison test, respectively. 
BCG: Bacillus Calmette-Guérin; PHA: Phytohemagglutinin; PBMC: Peripheral blood 
mononuclear cells; n: number of individuals. 
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Esta dissertação de mestrado teve por objetivos a avaliação da resposta imune 
celular à vacinação com Bacillus Calmette-Guérin (BCG), seja em lactentes saudáveis ou 
expostos verticalmente ao Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), por meio de ensaios 
de proliferação celular e dosagem de citocinas em sobrenadantes de cultura. Os recém-
nascidos saudáveis receberam a vacina combinada de Hepatite B e BCG aplicada pela 
primeira vez, seguindo o esquema básico nacional de imunização (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE 2006B). 
A incubação de células mononucleares de sangue periférico (CMSP) de 
lactentes saudáveis de sete meses de idade (vacinados com BCG ao nascer) proporcionou a 
proliferação de linfócitos T frente à BCG. Houve a expansão de células efetoras CD4+, 
CD8+ e principlamente TCR γδ+, fenômeno descrito em adultos por HOFT e colegas 
(1999). A proliferação desta subpopulação poderia significar uma proteção inicial à 
infecção por micobactérias, por meio da ativação do sistema imune inato e adaptativo, pela 
sua capacidade de citotoxicidade e produção de citocinas como Interferon-γ (IFN-γ) 
(MOSER et al. 2005, MOSER et al. 2006).  
A vacinação com BCG nos recém-nascidos saudáveis induziu a produção 
significativa de citocinas como IFN-γ, Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α),  
Interleucina-10 (IL-10) e IL-12 medida aos sete meses de idade. Dado que a resposta imune 
considerada ideal a patógenos intracelulares como micobatérias é a do tipo Th1, a BCG se 
mostrou eficaz na indução in vitro deste padrão, como encontrado na literatura  
(OTA et al. 2002, HUSSEY et al. 2002, VEKEMANS et al. 2004, VAN RIE et al. 2006).  
A aplicação combinada ou separada de BCG com Hepatite B produziu 
resultados semelhantes quanto à proliferação das subpopulações de linfócitos T e produção 
de citocinas in vitro, demostrando similar imunogenicidade. No trabalho de COURSAGET 
e colaboradores (1992), a vacinação simultânea de BCG e Hepatite B não interferiu no 
desenvolvimento de resposta imune a estes microrganismos, e no trabalho de OTA e 
colegas (2002), a resposta a HBsAg foi até superior na imunização simultânea ao nascer. 
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Ao estudar a linfoproliferação frente à BCG em lactentes com exposição 
vertical ao HIV-1 e não infectados, entre 6,7 e 23,4 meses de idade (separados em três 
faixas etárias), observamos a redução da produção de células blásticas em relação aos 
lactentes saudáveis de sete meses de idade. Estudos observaram que a prevalência de 
cicatriz vacinal e de teste tuberculínico positivo em crianças com exposição vertical ao 
HIV-1 foi inferior a de controles não expostos (OTA et al. 1999, CENTERS FOR 
DISEASE CONTROL AND PREVENTION et al. 1991) e que a resposta linfoproliferativa 
para antígenos vacinais como o toxóide diftérico e tetânico foi pobre nos primeiros anos de 
vida (GESNER et al. 1994). A baixa produção de IL-2 frente ao estímulo com 
fitohemaglutinina (PHA), um controle positivo de proliferação de linfócitos T, foi 
observada em expostos ao HIV (RICH et al. 1997). Este resultado poderia explicar a 
proliferação reduzida de todos os grupos frente a BCG e em um dos grupos de expostos  
(9 a 18 meses de idade) frente à própria PHA. A falta de aleitamento materno dos expostos 
ao HIV poderia contribuir para a redução da resposta à BCG (PABST et al. 1989, 
JACKSON et al. 2006). Observamos também que as subpopulações linfocitárias CD4+, 
CD8+ e TCR γδ+ dos expostos ao HIV entre 18,1 e 23,4 meses de idade foram semelhantes 
aos controles saudáveis de sete meses. Isto pode significar um atraso no desenvolvimento 
da resposta imune celular à BCG em crianças expostas ao HIV. 
A produção de TNF-α e IL-10 específica ao estímulo de BCG não diferiu entre 
lactentes com ou sem exposição vertical ao HIV. No entanto, a concentração de IFN-γ foi 
reduzida no grupo de lactentes expostos de 6,7 a 8,8 meses de idade, em relação a expostos 
mais velhos e em relação aos controles não expostos, o que mais uma vez indica a 
prolongada imaturidade do sistema imunológico dos expostos ao HIV. Produção 
significativa de IFN-γ in vitro frente à BCG, antígenos de Mycobacterium tuberculosis e 
PHA foi observada em lactentes expostos de seis semanas imunizados ao nascer com BCG, 
mas não foi comparada a controles sem exposição ao HIV (VAN RIE et al. 2006).  
Alterações em ativação linfocitária e memória imunológica destas crianças 
foram observadas previamente (RICH et al. 1997, CLERICI et al. 2000, ROMANO et al. 
2006, SCHRAMM et al. 2006). Linfócitos de crianças com exposição vertical foram 
capazes de responder a peptídeos de HIV em cultura (CLERICI et al. 2000, KUHN et al. 
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2002). É possível que esta exposição a antígenos de HIV durante a gestação interfira na 
maturação do sistema imunológico fetal, seja por fatores imunossupressores do HIV ou 
pelo desenvolvimento de um ambiente uterino materno anormal. Estes resultados sugerem a 
necessidade de um seguimento prospectivo para definir se as alterações encontradas são ou 
não transitórias. 
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7.1- Carta de Consentimento Livre e esclarecido 
Carta de Consentimento Livre e esclarecido (resolução 196/96-251/97) 
Pesquisa Transversal: “Avaliação da resposta imune às vacinas BCG e Hepatite 
B em crianças expostas ao HIV e sem infecção”. 
 
Pesquisadores: Professores Doutores: André Moreno Morcillo; Maria Heloísa 
S.L. Blotta; Marcos Tadeu Nolasco da Silva; Maria Marluce dos Santos Vilela.  
Enfermeiras: Emília de Faria Carniel e Silvana Dalgé Severino  
LOCAL: Centro de Investigação Pediátrica (CIPED) – FCM – UNICAMP  
 
1. INTRODUÇÃO: As informações a seguir descreverão esta pesquisa e o 
papel que você terá como participante. Os pesquisadores responsáveis pelo 
estudo responderão a quaisquer perguntas que você possa ter sobre este 
termo e sobre o estudo. Por favor, leia-o cuidadosamente, e não hesite em 
perguntar qualquer coisa sobre as informações abaixo. 
2. PROPÓSITO: Você está sendo convidado a participar de uma pesquisa 
clínica cujo objetivo é estudar a imunidade para as vacinas de BCG e 
Hepatite B aplicadas na infância.  Serão coletados 10 mililitros de sangue de 
veia periférica para realização de sorologia para hepatite B e cultura de 
células mononucleares frente a BCG, a partir de um mês após a última dose 
de hepatite B. Para você decidir se deseja ou não participar deste estudo de 
pesquisa, você deve entender o bastante para fazer uma decisão consciente. 
Este processo é conhecido como consentimento informado. 
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3. RETROSPECTIVA: A vacinação contra tuberculose e contra hepatite B 
está sendo aplicada em recém-nascido há mais de 10 anos e sua eficácia em 
proteção contra estas doenças já está bem estabelecida. 
4. DESCRIÇÃO DO ESTUDO: Irão participar deste estudo, 
aproximadamente 60 crianças. Os pacientes que concordarem em participar 
da pesquisa serão examinados clinicamente, entrevistados e serão coletadas 
amostras de sangue. As coletas e exames não interferirão nos atendimentos 
médicos. Cada coleta de sangue durará cerca de 5 minutos e o método de 
coleta utilizado não acarreta qualquer risco, custo ou dano imediato ou tardio 
ao paciente. Não serão realizadas intervenções terapêuticas durante o 
período de estudo, exceto as realizadas pela equipe médica. 
5. DESCONFORTO, RISCOS E BENEFÍCIOS ESPERADOS: O método 
de coleta utilizado e o exame clínico aos quais os participantes da pesquisa 
serão submetidos não acarretam qualquer risco, custo ou dano imediato ou 
potencial ao participante. Por outro lado oferecem elevada possibilidade de 
gerar conhecimento para compreensão da prevenção da tuberculose e 
hepatite B, resultando em benefício na qualidade de vida e sobrevida dos 
participantes da pesquisa. 
6. CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO NO GRUPO DESTA PESQUISA: 
• Recém-nascido portador de malformação congênita, doença genética ou 
condição clínica grave. 
• Recém-nascido submetido à administração de imunoglobulina intravenosa 
ou transfusão até a data da vacinação.  
7. COMPENSAÇÃO: Não existem danos imediatos ou futuros previsíveis 
decorrentes da pesquisa e, portanto, a mesma não inclui a possibilidade de 
indenização.  
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8. CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS: Você tem direito à 
privacidade e toda informação que for obtida em relação a este estudo 
permanecerá confidencial nos âmbitos possíveis da lei, assegurando 
proteção de sua imagem, sigilo e respeitando valores culturais, sociais, 
morais, religiosos e éticos. Como condição de sua participação nesta 
pesquisa, você permite acesso aos dados obtidos durante o estudo, aos 
pesquisadores envolvidos neste estudo, aos membros da Comissão de Ética 
responsáveis pela análise do projeto e a agência financiadora. Os resultados 
deste projeto de pesquisa poderão ser apresentados em congressos ou em 
publicações, porém sua identidade não será divulgada nessas apresentações. 
9. DIREITO em PARTICIPAR, RECUSAR ou SAIR: Ao participar, você 
concorda em cooperar com os procedimentos que foram executados e que 
foram descritos acima, não abrindo mão de seus direitos legais ao assinar o 
termo de consentimento informado. Sua participação neste estudo é 
voluntária e você poderá recusar-se a participar ou poderá interromper sua 
participação a qualquer momento sem penalidades ou perda dos benefícios 
aos quais de outra forma tenha direito. O pesquisador tem o direito de 
desligá-lo do estudo a qualquer momento que julgar necessário. Se você sair 
voluntariamente ou for retirado pelo pesquisador, poderá ser solicitado que 
volte para eventuais coletas de sangue. 
10. CONTATOS: Se ainda houver qualquer dúvida sobre o estudo você poderá 
receber mais esclarecimentos falando com os médicos: Marcos Tadeu 
Nolasco da Silva e Maria Marluce dos Santos Vilela; ou com as 
enfermeiras: Emília de Faria Carniel e Silvana Dalgé Severino. 
 
Endereço: Centro de Investigação em Pediatria (CIPED) - Faculdade de 
Ciências Médicas – Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas Cep 
13083-970, fone: (0XX19) 3521- 8989 ou 3521-8963.  
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7.2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
Declaro, por livre e espontânea vontade, que permito a participação de, 
___________________________________________, com registro hospitalar de no 
_______________________________ que se encontra sob responsabilidade de 
______________________________________________, com idade de ______ anos, com 
o RG de no ___________________, residente na Rua 
_________________________________________________________________________, 
cujo grau de parentesco é _______________, na pesquisa intitulada “Avaliação da 
resposta imune às vacinas BCG e Hepatite B em crianças expostas ao HIV e sem 
infecção”, promovido pelo Departamento de Pediatria da Faculdade de Ciências Médicas 
(FCM) da Unicamp, sob coordenação da Prof ª Dra Maria Marluce dos Santos Vilela. 
Esta pesquisa tem o objetivo analisar a imunização aos antígenos da vacina 
BCG e Hepatite B, em crianças com e sem exposição vertical ao HIV. 
Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propósitos e procedimentos a 
serem utilizados durante o estudo, tais como: 
 
a) entrevista com profissional da área de medicina; 
b) imunização com as vacinas de BCG e Hepatite B;  
c) coleta de sangue periférico para a realização de exames. 
 
Comprometo-me a respeitar o calendário de vacinação para BCG e Hepatite B 
segundo as orientações recebidas, tendo a garantia de receber resposta a qualquer pergunta 
e esclarecimento a qualquer dúvida acerca dos assuntos relacionados à pesquisa. 
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Estou ciente que não receberei remuneração em troca da participação, que 
os dados obtidos serão mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa 
no momento em que desejar e que a desistência não influenciará no atendimento que 
venho recebendo. 
 
De acordo, 
Responsável pelo Participante: ________________________________________________ 
Pesquisadora Taís Nitsch Mazzola (telefone 19 3521-8989):_________________________ 
Prof.ª Dr.ª Maria Marluce dos S. Vilela (telefone 19 3521-8963): _____________________ 
 
Campinas,____ de ______________ de _______. 
 
Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas - 
UNICAMP: 19-3521-8936 
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7.3- Carta de aprovação do Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Médicas da 
UNICAMP 
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7.4- Trabalhos apresentados em congressos 
- Mazzola TN, Da Silva MTN, Moreno YF, Lima SCBS, Carniel EF, Morcillo 
AM, Antonio MARGM, Zanolli ML, Aranha Netto A, Facchini FP, Blotta 
HM & Vilela MMS. T-cell proliferation in Brazilian infants vaccinated with 
BCG alone or in combination with hepatitis B, apresentado em New 
Approaches to Vaccine Development - from bench to the field, de 8 a 10 de 
setembro de 2005, em Berlim, Alemanha. A viagem foi financiada com 
Grants do congresso. 
- Carniel EF, Morcillo AM, Blotta HM, Antonio MARGM, Zanolli ML, Da 
Silva MTN, Aranha Netto A, Facchini FP, Mazzola TN & Vilela MMS. 
Immunogenicity and safety of recombinant hepatitis B vaccine combined with 
BCG as first dose at birth, apresentado em New Approaches to Vaccine 
Development – from bench to the field, de 8 a 10 de setembro de 2005, em 
Berlim, Alemanha. 
- Mazzola TN, Da Silva MTN, Moreno YF, Lima SCBS, Carniel EF, Morcillo 
AM, Antonio MARGM, Zanolli ML, Aranha Netto A, Facchini FP, Blotta 
HM, Raw I & Vilela MMS. T-cell proliferation in Brazilian infants 
vaccinated with BCG alone or in combination with hepatitis B, apresentado 
sob a forma de pôster no XXX Congresso Brasileiro de Imunologia, de 23 a 
27 de outubro de 2005, em São Pedro, SP. 
- Carniel EF, Morcillo AM, Blotta HM, Antonio MARGM, Zanolli ML, Da 
Silva MTN, Aranha Netto A, Facchini FP, Mazzola TN, Raw I & Vilela 
MMS. Immunogenicity and safety of recombinant hepatitis B vaccine 
combined with BCG as first dose at birth, apresentado sob a forma de pôster 
no XXX Congresso Brasileiro de Imunologia, de 23 a 27 de outubro de 2005, 
em São Pedro, SP. 
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- Da Silva MTN, Moreno YF, Mazzola TN, Lima SCBS, Carniel EF, Morcillo 
AM, Antonio MARGM, Zanolli ML, Aranha Neto A, Facchini FP, Blotta 
HM, Raw I & Vilela MMS. Flow cytometry-based T-cel proliferation assay 
in the evaluation of responses to vaccines, apresentado sob a forma de pôster 
no 1° Simpósio Internacional de Imunodeficiências Primárias, de 27 a 29 de 
outubro de 2005, em São Paulo, SP. 
- Mazzola TN, Moreno YF, Da Silva MTN, Lima SCBS, Carniel EF, Morcillo 
AM, Antonio MARGM, Zanolli ML, Aranha Netto A, Facchini FP, Blotta 
MHSL, Raw I & Vilela MMS. Expansão de células TCR gamadelta+ em 
lactentes imunizados ao nascer com as vacinas BCG isolada ou em 
combinação com Hepatite B, apresentado oralmente na seção TOP 5 do 10º 
Congresso Brasileiro e 6º Congresso Latino-americano de Alergia e 
Imunologia em Pediatria e 1º Simpósio Internacional sobre o Lactente 
Sibilante, de 27 a 30 de maio de 2006, em Porto Alegre, RS. 
- Mazzola TN, Moreno YF, Da Silva MTN, Lima SCBS, Carniel EF, Morcillo 
AM, Antonio MARGM, Zanolli ML, Aranha Netto A, Facchini FP, Blotta 
MHSL, Raw I & Vilela MMS. Padrão TH1 de citocinas em lactentes 
imunizados com a vacina BCG isolada ou em combinação com Hepatite B, 
apresentado sob a forma de pôster no 10º Congresso Brasileiro e 6º Congresso 
Latino-americano de Alergia e Imunologia em Pediatria e 1º Simpósio 
Internacional sobre o Lactente Sibilante, de 27 a 30 de maio de 2006, em 
Porto Alegre, RS. 
- Mazzola TN, Moreno YF, Da Silva MTN, Lima SCBS & Vilela MMS. 
Memória imunológica para a vacina BCG em lactentes com e sem exposição 
vertical ao HIV, apresentado sob a forma de pôster no 10º Congresso 
Brasileiro e 6º Congresso Latino-americano de Alergia e Imunologia em 
Pediatria e 1º Simpósio Internacional sobre o Lactente Sibilante, de 27 a 30 
de maio de 2006, em Porto Alegre, RS. 
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- Mazzola TN, Moreno YF, Da Silva MTN, Carniel EF, Raw I & Vilela MMS. 
Resposta celular de lactentes imunizados ao nascer com as vacinas BCG 
isolada ou em combinação com hepatite B, apresentado oralmente no 33° 
Congresso Brasileiro de Pediatria, de 06 a 11 de outubro de 2006, em Recife, 
PE. 
- Mazzola TN, Moreno YF, Da Silva MTN, Lima SCBS, Zorzeto TQ & Vilela 
MMS.  Imunidade celular reduzida para a vacina BCG em lactentes com 
exposição vertical ao HIV e não infectados, apresentado em forma de pôster 
no 33° Congresso Brasileiro de Pediatria, de 06 a 11 de outubro de 2006, em 
Recife, PE. 
- Zorzeto TQ, Rollo AF, Mazzola TN, Dias WO & Vilela MMS. Títulos de 
anticorpos antitoxina tetânica e diftérica em lactentes vacinados, apresentado 
em forma de pôster no 33° Congresso Brasileiro de Pediatria, de 06 a 11 de 
outubro de 2006, em Recife, PE. 
- Mazzola TN, Da Silva MTN, Moreno YF, Lima SCBS, Zorzeto TQ & Vilela 
MMS. Low expansion of BCG primed T-cells following BCG vaccination in 
uninfected infants born to HIV-infected mothers, apresentado sob a forma de 
pôster no XXXI Congresso Brasileiro de Imunologia, de 22 a 25 de outubro 
de 2006, em Búzios, RJ. 
- Zorzeto TQ, Rollo AF, Mazzola TN, Dias WO & Vilela MMS. Tetanus and 
diphtheria serum antibody titers in vaccinated infants, apresentado sob a 
forma de pôster no XXXI Congresso Brasileiro de Imunologia, de 22 a 25 de 
outubro de 2006, em Búzios, RJ. 
- Moreno YF, Mazzola TN, Lima SCBS Da Silva MTN & Vilela MMS. Efeito 
imunomodulador das proteínas do soro de leite bovino em culturas de células 
mononucleadas de sangue periférico (CMSP), apresentado sob a forma de 
pôster no 14° Congresso Latinoamericano de Nutrição, de 12 a 16 de 
novembro de 2006, em Florianópolis, SC. 
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- Mazzola TN, Moreno YF, Da Silva MTN, Lima SCBS, Zorzeto, TQ & Vilela 
MMS. Resposta imune celular para a vacina BCG em lactentes com 
exposição vertical ao HIV e não infectados, apresentado sob a forma de 
pôster no VI São Paulo Research Conference - II Mecanismos de Infecção e 
Vacinas, de 27 a 29 de novembro de 2006, em São Paulo, SP. 
- Moreno YF, Mazzola TN, Lima SCBS, Silva MTN, Damiao A & Vilela 
MMS. Cytokine Secretion Inhibition by Bovine Whey Protein Concentrates in 
Bacillus Calmette-Guérin-stimulated Peripheral Blood Mononuclear Cells 
Cultures, apresentado oralmente por Moreno YF em Clinical Nutrition Week 
- American Society for Parenteral & Enteral Nutrition, de 28 a 31 de Janeiro 
de 2007, Phoenix, Arizona, EUA.  
- Moreno YF, Mazzola TN, Oya V, Silva MTN, Damiao A & Vilela MMS. 
Immunomodulatory Effects of Bovine Whey Protein Concentrates in Bacillus 
Calmette-Guérin-stimulated Cultures of Peripheral Blood Mononuclear Cells 
from HIV-infected Children, apresentado oralmente por Moreno YF em 
Clinical Nutrition Week - American Society for Parenteral & Enteral 
Nutrition, de 28 a 31 de Janeiro de 2007, Phoenix, Arizona, EUA.  
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7.5- Prêmio 
O trabalho Expansão de células TCR gamadelta em lactentes imunizados ao 
nascer com as vacinas BCG isolada ou em combinação com Hepatite B, de Mazzola TN, 
Moreno YF, Da Silva MTN, Lima SCBS, Carniel EF, Morcillo AM, Antonio MARGM, 
Zanolli ML, Aranha Netto A, Facchini FP, Blotta MHSL, Raw I & Vilela MMS foi 
agraciado com o Prêmio ADES de Incentivo à Pesquisa em Alergia e Imunologia 
Clínica em Pediatria, no 10º Congresso Brasileiro e 6º Congresso Latino-americano de 
Alergia e Imunologia em Pediatria e 1º Simpósio Internacional sobre o Lactente Sibilante, 
que ocorreu de 27 a 30 de maio de 2006, em Porto Alegre, RS, Brasil. 
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7.6- Pôsteres e resumos de trabalhos apresentados oralmente 
  
Pôster apresentado em New Approaches to Vaccine Development - from bench to the field, de 8 a 10 de 
setembro de 2005, em Berlim, Alemanha e no XXX Congresso Brasileiro de Imunologia, de 23 a 27 de 
outubro de 2005, em São Pedro, SP. 
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Resumo do trabalho apresentado no 10º Congresso Brasileiro e 6º 
Congresso Latino-americano de Alergia e Imunologia em Pediatria e 1º Simpósio 
Internacional sobre o Lactente Sibilante, de 27 a 30 de maio de 2006, em Porto Alegre, 
RS. Foi agraciado com o Prêmio ADES de Incentivo à Pesquisa em Alergia e 
Imunologia Clínica em Pediatria. 
EXPANSÃO DE CÉLULAS TCR GAMADELTA+ EM LACTENTES 
IMUNIZADOS AO NASCER COM AS VACINAS BCG ISOLADA OU EM 
COMBINAÇÃO COM HEPATITE B.  
Taís Nitsch Mazzola, Yara Maria Franco Moreno, Marcos Tadeu Nolasco da 
Silva, Simone Corte Batista de Souza Lima, Emília F Carniel, André Moreno Morcillo, 
Antonio MARGM, Zanolli ML, Aranha Netto A, Facchini FP, Heloísa M Blotta, Isaías 
Raw & Maria Marluce dos Santos Vilela. 
Centro de Investigação em Pediatria/ Departamento de Pediatria/-Faculdade de 
Ciências Médicas / UNICAMP e Instituto Butantan, São Paulo, SP. 
Introdução: Vacina BCG tem sido utilizada como adjuvante em vacinas 
combinadas. Objetivo: avaliar a memória imunológica para a vacina BCG de lactentes 
imunizados ao nascer com BCG e hepatite B combinadas ou separadas.  Método: estudo de 
corte transversal realizado em 498 recém-nascidos saudáveis, vacinados ao nascer com 
hepatite B combinada com BCG via intradérmica (grupo A) ou hepatite B (via 
intramuscular) e BCG (via intradérmica) separadamente (grupo B), produzidas pelo 
Instituto Butantan. A memória imunológica para o BCG foi avaliada utilizando-se cultura 
de células mononucleares com BCG vivo e fitohemaglutinina (PHA) para análise da 
proliferação de linfócitos T por citometria de fluxo (CD3+, CD4+, CD8+ e TCR 
gamadelta+). Os resultados foram expressos em medianas, valores máximos e mínimos. 
Foram aplicados os testes de Wilcoxon e Mann-Whitney, sendo consideradas significativas 
as diferenças com p<0,05. Resultados:Um total de  86 crianças (47 crianças do grupo A e 
39 do grupo B) participaram deste estudo. Os percentuais de células blásticas CD3+ e de 
populações linfocitárias foram semelhantes nos grupos. Os percentuais de blastos CD3+ 
foram significativamente maiores nas culturas com PHA, seguido de BCG e controle. A 
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proliferação frente a BCG estimulou mais acentuadamente a expansão de linfócitos TCR 
gamadelta+, seguida de células CD4+ e CD8+. Conclusão: A intensidade da expansão 
celular para a vacina BCG foi semelhante em ambos os grupos e as células TCR 
gamadelta+.predominaram nesta resposta, sugerindo um papel relevante destas células que 
povoam as mucosas na defesa contra micobactérias.  
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 Pôster apresentado no 10º Congresso Brasileiro e 6º Congresso Latino-americano de Alergia e Imunologia em 
Pediatria e 1º Simpósio Internacional sobre o Lactente Sibilante, de 27 a 30 de maio de 2006, em Porto 
Alegre, RS. 
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 Pôster apresentado no 10º Congresso Brasileiro e 6º Congresso Latino-americano de Alergia e Imunologia em 
Pediatria e 1º Simpósio Internacional sobre o Lactente Sibilante, de 27 a 30 de maio de 2006, em Porto 
Alegre, RS. 
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Resumo do trabalho apresentado oralmente no 33° Congresso Brasileiro de 
Pediatria, de 06 a 11 de outubro de 2006, em Recife, PE. 
RESPOSTA CELULAR DE LACTENTES IMUNIZADOS AO NASCER 
COM AS VACINAS BCG ISOLADA OU EM COMBINAÇÃO COM HEPATITE B.  
Taís Nitsch Mazzola, Yara Maria Franco Moreno, Marcos Tadeu Nolasco da 
Silva, Emília de Faria Carniel, Isaías Raw & Maria Marluce dos Santos Vilela. 
Centro de Investigação em Pediatria/ Departamento de Pediatria/-Faculdade de 
Ciências Médicas / UNICAMP, Campinas e Instituto Butantan, São Paulo, SP. 
Email para correspondência: marluce@fcm.unicamp.br 
Introdução: A vacina BCG tem sido utilizada como adjuvante em vacinas 
combinadas.  
Objetivo: avaliar a resposta celular para a vacina BCG de lactentes imunizados 
ao nascer com BCG e hepatite B combinadas ou separadas.   
Método: estudo de corte transversal realizado em 498 recém-nascidos 
saudáveis, vacinados ao nascer com hepatite B combinada com BCG via intradérmica 
(grupo A) ou hepatite B (via intramuscular) e BCG (via intradérmica) separadamente 
(grupo B), produzidas pelo Instituto Butantan. A cultura de células mononucleares do 
sangue periférico com BCG vivo e fitohemaglutinina (PHA) foi utilizada para avaliar a 
proliferação de linfócitos T por citometria de fluxo (CD3+, CD4+, CD8+ e TCR 
gamadelta+) e determinar as concentrações por ELISA de IL-10, IL-12, INF-gama e TNF-
alfa nos sobrenadantes das culturas. Os resultados foram expressos em medianas, valores 
máximos e mínimos. Foram aplicados os testes de Wilcoxon e Mann-Whitney, sendo 
consideradas significativas as diferenças com p<0,05.  
Resultados: A proliferação linfocitária foi realizada com amostras de 86 
lactentes (47 do grupo A e 39 do grupo B) e a dosagem de citocinas do sobrenadante de 
cultura em 42 (23 do grupo A e 19 do grupo B). Os percentuais de populações linfocitárias 
T e as concentrações das citocinas IL-10, IL-12, INF-gama e TNF-alfa, sob o estímulo de 
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PHA ou BCG, foram semelhantes nos grupos A e B. Houve intensa expansão de linfócitos 
TCR gamadelta+. frente ao estímulo in vitro com BCG, seguida de linfócitos T CD4+ e T 
CD8+. As células estimuladas com BCG produziram citocinas em concentrações 
significativamente maiores em relação às culturas de controle positivo (PHA). 
Conclusão: O padrão de resposta Th1 ao BCG foi semelhante nos grupos, 
sugerindo eficiência imunogênica da vacina intradérmica BCG, separada ou combinada 
com Hepatite B. As células TCR gamadelta+ predominaram nesta resposta, sugerindo um 
papel relevante destas células na defesa contra micobactérias. 
 
Anexos 
152
 Pôster apresentado no 33° Congresso Brasileiro de Pediatria, de 06 a 11 de outubro de 2006, em Recife, PE. 
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 Pôster apresentado no XXXI Congresso Brasileiro de Imunologia, de 22 a 25 de outubro de 2006, em Búzios, 
RJ. 
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 Pôster apresentado no VI São Paulo Research Conference - II Mecanismos de Infecção e Vacinas, de 27 a 29 
de novembro de 2006, em São Paulo, SP. 
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